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  Abstract	  	  From	  Genes	  to	  Circuits:	  Genetic	  Suppression	  of	  Epilepsy	  in	  Drosophila	  	  by	  	  Jason	  Ryan	  Kroll	  	  Doctor	  of	  Philosophy	  in	  Molecular	  and	  Cell	  Biology	  	  University	  of	  California,	  Berkeley	  	  Professor	  Mark	  Tanouye,	  Chair	  	  	  Seizure	  and	  epilepsy	  disorders	  are	  debilitating	  neurological	  disorders	  characterized	  by	  recurrent,	  high-­‐frequency	  and	  coordinated	  neural	  activity.	  	  Progress	  has	  been	  made	  in	  the	  last	  few	  decades	  to	  determine	  genetic	  loci	  and	  mutations	  that	  increase	  the	  susceptibility	  to	  these	  various	  types	  of	  neurological	  disorders.	  	  Additionally,	  much	  focus	  has	  centered	  on	  the	  voltage-­‐gated	  sodium	  channel	  SCN1A,	  an	  identified	  seizure	  susceptibility	  gene	  with	  over	  500	  mutations	  that	  produce	  a	  spectrum	  of	  phenotypes	  in	  humans.	  	  In	  some	  types	  of	  epilepsy,	  current	  anti-­‐epileptic	  drugs	  are	  unsuccessful-­‐	  and	  in	  some	  cases,	  even	  exacerbate	  the	  phenotypes,	  making	  development	  of	  novel	  anti-­‐epileptic	  drugs	  very	  important.	  	  Modeling	  epilepsies	  and	  intractable	  epilepsies	  is	  possible	  with	  the	  model	  organism	  Drosophila.	  	  In	  addition	  for	  the	  need	  of	  new	  anti-­‐epileptic	  drugs,	  less	  is	  known	  about	  the	  extent	  of	  how	  neural	  circuits	  are	  differentially	  affected	  by	  the	  seizure	  mutations,	  which	  will	  be	  important	  for	  fully	  understanding	  the	  mechanism	  of	  anti-­‐epileptic	  drugs.	  	  In	  this	  dissertation,	  I	  investigate	  the	  circuits	  involved	  not	  only	  in	  creating	  the	  seizure,	  but	  also	  the	  circuits	  that	  can	  be	  utilized	  to	  suppress	  seizures	  and	  high-­‐frequency	  neuronal	  activity.	  	  Using	  two	  different	  approaches	  of	  manipulating	  neural	  circuits	  in	  
Drosophila,	  I	  identify	  neurons	  critical	  for	  the	  seizure	  sensitivity	  and	  for	  suppression	  of	  the	  seizures.	  	  First,	  through	  the	  use	  of	  genetic	  rescue	  experiments,	  I	  determine	  the	  sets	  of	  neurons	  that	  are	  important	  for	  rescuing	  seizure	  sensitivity	  in	  a	  seizure-­‐sensitive	  mutant,	  finding	  that	  primarily	  excitatory	  neurons	  are	  most	  effective	  at	  suppressing	  seizures,	  in	  contrast	  to	  inhibitory	  neurons,	  suggesting	  that	  the	  bang-­‐sensitivity	  in	  the	  mutant	  is	  due	  to	  excess	  excitatory	  activity	  rather	  than	  insufficient	  inhibitory	  activity.	  	  In	  the	  next	  approach,	  using	  shibirets1	  to	  restrict	  synaptic	  vesicle	  recycling,	  I	  determine	  the	  importance	  of	  different	  neurons	  in	  the	  spread	  or	  manifestation	  of	  the	  seizure,	  and	  what	  neurons	  are	  sufficient	  for	  seizure	  suppression.	  	  In	  different	  seizure-­‐sensitive	  mutants,	  I	  find	  that	  excitatory	  circuits,	  and	  the	  giant	  fiber	  neurons,	  a	  pair	  of	  neurons	  involved	  in	  the	  “escape”	  response	  and	  other	  behaviors,	  strongly	  inhibit	  seizures,	  making	  them	  important	  neurons	  within	  the	  seizure	  circuit.	  	  Overall,	  only	  a	  portion	  of	  the	  nervous	  system	  needs	  to	  be	  targeted	  by	  anti-­‐epileptic	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drugs	  or	  genetic	  modifications,	  indicating	  that	  the	  circuits	  necessary	  to	  suppress	  seizures	  need	  not	  be	  the	  same	  circuits	  that	  create	  them.	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General	  Introduction	  to	  Seizure	  and	  Epilepsy	  Disorders	  	  	   Seizures	  are	  neurological	  disorders	  characterized	  by	  hyper-­‐synchronous,	  repetitive,	  and	  high	  frequency	  neuronal	  activity.	  	  Approximately	  1-­‐3%	  of	  the	  population	  is	  affected	  by	  them	  (Shneker	  &	  Fountain	  2003).	  	  Often	  these	  events	  are	  unpredictable	  and	  can	  override	  normal	  motor	  activity	  and	  consciousness.	  	  Seizure	  disorders	  compose	  a	  large	  spectrum	  of	  phenotypes,	  suggesting	  that	  there	  is	  no	  one	  single	  gene	  or	  pathway	  affected	  by	  the	  disease,	  and	  this	  has	  been	  confirmed	  by	  genomic	  studies	  and	  the	  identification	  of	  many	  “epilepsy”	  genes	  and	  mutations	  (Noebels	  2015;	  Noebels	  2003).	  	  	   Since	  normal	  nervous	  system	  activity	  is	  a	  tightly	  regulated	  balance	  of	  inhibitory	  and	  excitatory	  activity,	  it	  is	  thought	  that	  in	  epileptic	  patients,	  either	  excitatory	  activity	  of	  neurons	  within	  the	  “seizure	  circuit”	  is	  increased,	  or	  inhibitory	  activity	  is	  decreased.	  	  However,	  since	  many	  factors	  go	  into	  determining	  neuronal	  excitability,	  there	  is	  a	  diverse	  array	  of	  ways	  to	  create	  these	  imbalances.	  	  While	  many	  seizure	  disorders	  have	  a	  genetic	  cause,	  they	  are	  not	  always	  caused	  by	  mutations	  in	  a	  single	  gene,	  sometimes	  showing	  complex	  inheritance	  patterns	  (Mulley	  et	  al.	  2005).	  	  Additionally,	  seizures	  can	  be	  caused	  by	  environmental	  factors	  such	  as	  brain	  injury.	  	  Severe	  traumatic	  brain	  injuries	  can	  eventually	  cause	  epilepsy	  in	  ~50%	  of	  cases	  (Lowenstein	  2009).	  	  Overall,	  the	  complexity	  of	  the	  epilepsy	  syndromes	  and	  the	  many	  genes,	  pathways,	  and	  circuits	  involved	  shows	  us	  that	  we	  may	  require	  diverse	  methods	  of	  controlling	  seizures,	  depending	  on	  the	  etiology.	  	  
Classification	  of	  Human	  Epilepsies	  	  	  	   	  Human	  epilepsy	  disorders	  are	  classified	  into	  different	  syndromes	  based	  on	  multiple	  factors,	  including	  the	  age	  of	  onset	  of	  seizures,	  the	  medical	  history	  of	  the	  family,	  and	  the	  exact	  type	  or	  phenotype	  of	  the	  seizure	  (Engel	  2001).	  	  An	  electroencephalogram	  (EEG)	  is	  used	  to	  help	  diagnose	  the	  exact	  locus	  or	  type	  of	  seizure	  or	  disorder.	  	  There	  is	  first	  a	  broad	  classification	  of	  the	  seizure	  type	  based	  on	  whether	  there	  is	  loss	  of	  consciousness	  or	  not.	  	  Partial	  seizures,	  in	  which	  only	  portions	  of	  the	  cortex	  are	  affected	  by	  the	  seizure	  do	  not	  result	  in	  loss	  of	  consciousness	  and	  can	  show	  varied	  symptoms	  based	  on	  what	  region	  of	  the	  brain	  is	  affected	  (Shneker	  &	  Fountain	  2003).	  	  In	  contrast,	  generalized	  seizures	  affect	  almost	  all	  the	  cortex	  and	  result	  in	  loss	  of	  consciousness	  (Shneker	  &	  Fountain	  2003).	  	  Generalized	  seizures	  can	  also	  vary	  in	  severity	  and	  type:	  from	  absence	  seizures	  characterized	  by	  brief	  periods	  (~10s)	  of	  inattention	  or	  staring,	  to	  tonic-­‐clonic	  seizures	  (grand	  mal	  seizures),	  that	  can	  last	  up	  to	  three	  minutes	  and	  begin	  with	  the	  entire	  body	  stiffening,	  followed	  by	  repetitive	  contractions	  (Shneker	  &	  Fountain	  2003).	  	  
Genetics	  of	  Human	  Epilepsies	  	  	   Most	  human	  epilepsies	  are	  thought	  to	  occur	  from	  relatively	  rare	  mutations	  and	  alleles	  that	  increase	  susceptibility	  to	  seizures	  that	  are	  already	  present	  in	  the	  population,	  and	  de	  novo	  mutations	  (Noebels	  2015;	  Noebels	  2003).	  	  Many	  monogenic	  epilepsy	  disorders	  are	  a	  result	  of	  channelopathies.	  	  Ion	  channels	  are	  important	  in	  determining	  overall	  neural	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excitability	  and	  the	  probability	  of	  firing,	  and	  relatively	  small	  changes	  to	  protein	  structure	  can	  have	  drastic	  effects	  on	  excitability.	  	  These	  dominant	  mutations	  in	  ion	  channels	  may	  not	  be	  completely	  penetrant	  and	  are	  dependent	  on	  genetic	  background,	  which	  can	  make	  mapping	  or	  identification	  of	  epilepsy	  mutations	  sometimes	  difficult	  (Goldberg-­‐Stern	  et	  al.	  2014).	  	  	   Single	  genetic	  mutations	  in	  the	  human	  SCN1A	  gene,	  a	  voltage	  gated	  Na+	  channel,	  account	  for	  many	  of	  the	  total	  monogenic	  epilepsy	  mutations.	  	  SCN1A,	  a	  channel	  extremely	  important	  for	  the	  overall	  excitability	  of	  the	  cell,	  is	  mutated	  in	  many	  different	  types	  of	  human	  epilepsies	  (Catterall	  2014).	  	  Human	  epilepsy	  syndromes	  such	  as	  Dravet’s	  Syndrome,	  (also	  known	  as	  SMEI),	  and	  some	  types	  of	  GEFS+	  (generalized	  epilepsy	  with	  febrile	  seizure	  plus),	  are	  thought	  to	  primarily	  all	  be	  truncations,	  missense,	  or	  loss-­‐of	  function	  mutations	  in	  
SCN1A	  (Marini	  et	  al.	  2011;	  Claes	  et	  al.	  2001).	  	  	  	   Other	  channels	  implicated	  in	  epilepsy	  include	  K+	  channels,	  such	  as	  the	  gene	  KNCA1,	  with	  different	  mutations	  leading	  to	  either	  partial	  temporal	  lobe	  epilepsy,	  or	  other	  neurological	  disorders,	  with	  the	  phenotypes	  roughly	  correlating	  to	  a	  reduction	  in	  potassium	  current	  (Rea	  et	  al.	  2002).	  	  In	  addition	  to	  the	  channel	  itself,	  mutations	  in	  accessory	  proteins	  and	  regulatory	  subunits	  of	  the	  channel	  can	  also	  lead	  to	  epilepsy.	  	  For	  example,	  mutations	  in	  the	  KCNAB2	  gene,	  a	  regulatory	  subunit	  of	  the	  Shaker-­‐type	  K+	  channels	  can	  contribute	  towards	  multiple	  seizure	  phenotypes	  (Heilstedt	  et	  al.	  2001).	  	  The	  mechanisms	  are	  slightly	  different	  for	  each	  mutation,	  but	  in	  general,	  seizure	  susceptibility	  is	  increased	  due	  to	  the	  mutation	  prolonging	  the	  time	  that	  the	  neuron	  is	  depolarized	  (Noebels	  2003).	  	  	   Calcium	  channels	  have	  also	  been	  found	  to	  be	  involved	  with	  epilepsy	  disorders,	  but	  differ	  in	  the	  mechanism	  compared	  to	  Na+	  and	  K+	  channels.	  	  Mutations	  in	  K+	  and	  Na+	  channels	  largely	  involve	  changes	  in	  currents	  to	  alter	  the	  excitability	  of	  the	  neuron	  by	  favoring	  depolarization,	  but	  calcium	  channel	  mutations	  influence	  synaptic	  strength	  and	  synchronization	  of	  neuronal	  firing	  (Noebels	  2003).	  	  Spontaneous	  mouse	  mutants	  in	  calcium	  channels	  have	  been	  the	  major	  source	  of	  these	  insights,	  with	  mutants	  such	  as	  leaner,	  
lethargic,	  ducky,	  stargazer,	  and	  rolling	  all	  showing	  absence	  seizures	  and	  spike-­‐wave	  synchronization,	  indicative	  of	  an	  increased	  neural	  excitability	  (Barclay	  et	  al.	  2001;	  Lorenzon	  et	  al.	  1998;	  Fletcher	  et	  al.	  1996).	  	  Human	  mutations	  in	  voltage-­‐gated	  Ca++	  channels	  have	  also	  been	  reported,	  with	  missense	  mutations	  in	  coding	  and	  non-­‐coding	  regions	  of	  the	  CACNB4	  gene	  in	  two	  separate	  families	  with	  absence	  seizures	  (Escayg	  et	  al.	  2000).	  	  	   In	  contrast	  to	  monogenic	  forms	  of	  epilepsy,	  human	  GWAS	  studies	  and	  other	  linkage	  or	  reverse	  genetic	  studies	  have	  shown	  involvement	  of	  other	  genes	  such	  as	  a	  subunit	  of	  the	  GABAA	  receptor,	  GABRD,	  and	  the	  T-­‐type	  calcium	  channel	  CACNA1H.	  	  These	  mutations	  are	  not	  sufficient	  alone	  in	  most	  cases	  to	  cause	  epilepsy,	  but	  must	  be	  combined	  with	  other	  susceptibility	  alleles	  in	  order	  to	  promote	  seizure	  (Mulley	  et	  al.	  2005;	  Macdonald	  2001).	  	  For	  an	  additional	  example,	  a	  mutation	  on	  the	  region	  of	  chromosome	  6	  of	  humans,	  termed	  the	  EJM-­‐1	  locus,	  is	  a	  dominantly	  inherited	  seizure	  susceptibility	  allele,	  but	  does	  not	  always	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show	  Mendelian	  rates	  of	  expression,	  suggesting	  that	  additional	  factors	  must	  play	  in	  role	  in	  whether	  or	  not	  an	  individual	  is	  affected	  (David	  et	  al.	  1992).	  	  	  	  
Treatments	  for	  Epilepsy	  and	  Seizures	  	  	   Due	  to	  the	  variety	  of	  seizure	  disorders,	  not	  all	  anti-­‐epileptic	  drugs	  (AEDs)	  reduce	  seizures	  or	  the	  severity	  of	  all	  seizure	  disorders	  (Rogawski	  &	  Löscher	  2004).	  The	  intractable	  epilepsies,	  which	  are	  resistant	  to	  medication,	  are	  especially	  debilitating.	  	  This	  group	  of	  patients	  is	  extremely	  important	  to	  develop	  drugs	  for,	  since	  drugs	  already	  on	  the	  market	  may	  not	  be	  suitable	  for	  the	  unique	  molecular	  deficit	  that	  is	  responsible	  for	  their	  molecular	  deficit	  or	  defect.	  	  	   The	  first	  line	  treatment	  of	  epilepsy	  is	  administration	  of	  an	  anti-­‐epileptic	  drugs.	  	  Currently	  there	  are	  approximately	  22	  AEDs	  on	  the	  market,	  and	  these	  can	  manage	  epilepsy	  in	  at	  approximately	  50%	  of	  patients	  (Schuele	  &	  Lüders	  2008).	  	  Most	  AEDs	  work	  to	  balance	  excitatory	  and	  inhibitory	  activity	  by	  influencing	  the	  Na+	  currents	  of	  the	  neuron,	  specifically	  blocking	  high-­‐frequency	  firing	  while	  leaving	  normal	  lower	  frequency	  firing	  intact	  (Rogawski	  &	  Löscher	  2004).	  	  AEDs	  that	  affect	  Na+	  channel	  currents	  include	  phenytoin,	  carbamazepine,	  oxcarbazepine,	  lamotrigine,	  and	  zonisamide	  (Rogawski	  &	  Löscher	  2004).	  	  	  	  	   Phenytoin,	  one	  of	  the	  original	  AEDs,	  was	  one	  of	  the	  first	  drugs	  that	  selectively	  inhibited	  seizures	  and	  high-­‐frequency	  activity	  but	  did	  not	  produce	  a	  total	  decrease	  in	  brain	  function	  or	  sedation	  (Meldrum	  1996).	  	  Phenytoin	  binds	  relatively	  slowly	  to	  Na+	  channels,	  and	  does	  not	  bind	  to	  the	  resting	  state	  of	  the	  channel,	  only	  intermediate	  states	  (Meldrum	  1996).	  	  Slow	  binding	  and	  a	  low	  affinity	  for	  the	  closed	  channel	  allow	  for	  phenytoin	  to	  specifically	  block	  high	  frequency	  firing	  by	  binding	  and	  stabilizing	  intermediate	  states,	  which	  would	  interfere	  with	  neuronal	  depolarization.	  	  The	  drug	  carbamazepine	  acts	  similar	  to	  phenytoin.	  	  The	  main	  difference	  is	  that	  carbamazepine	  has	  a	  lower	  affinity	  for	  Na+	  channels	  than	  phenytoin,	  but	  a	  quicker	  binding	  constant,	  so	  is	  more	  effective	  for	  brief	  depolarizing	  shifts	  of	  current	  compared	  to	  phenytoin,	  which	  is	  effective	  for	  longer	  depolarizing	  shifts	  (Rogawski	  &	  Löscher	  2004).	  	  In	  general,	  both	  these	  AEDs	  promote	  stabilization	  of	  states	  of	  the	  Na+	  channel	  in	  which	  the	  channel	  is	  inactivated	  or	  in	  a	  state	  not	  conductive	  to	  rapid	  repetitive	  firing.	  	  	  	  	   In	  contrast	  to	  phenytoin,	  the	  AED	  levetiracetam	  does	  not	  interact	  with	  Na+	  channels,	  but	  has	  been	  found	  to	  bind	  with	  high	  affinity	  to	  the	  protein	  SV2A,	  a	  synaptic	  vesicle	  associated	  protein	  involved	  in	  neurotransmitter	  release	  (Rogawski	  &	  Löscher	  2004).	  	  In	  addition,	  levetiracetam	  has	  been	  found	  to	  decrease	  the	  currents	  of	  N-­‐type	  calcium	  channels	  which	  would	  contribute	  to	  neurotransmitter	  release	  (Rogawski	  &	  Löscher	  2004).	  	  Interestingly,	  SV2A	  mouse	  mutants	  with	  decreased	  or	  increased	  levels	  of	  SV2A	  show	  epilepsy	  like	  phenotypes,	  suggesting	  a	  dual	  role	  in	  neural	  excitability	  for	  the	  SV2A	  gene	  (Nowack	  et	  al.	  2011).	  	  	   The	  inhibitory	  neurotransmitter	  system	  is	  also	  targeted	  with	  AEDs.	  	  Gamma-­‐aminobutyric	  acid,	  or	  GABA,	  is	  largely	  responsible	  for	  inhibitory	  currents	  and	  the	  reduction	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of	  neural	  excitability	  within	  a	  neuron.	  	  The	  imbalance	  of	  neural	  excitability	  in	  epileptic	  patients	  could	  then	  be	  restored	  if	  inhibitory	  currents	  were	  increased	  to	  offset	  the	  increases	  in	  excitation.	  	  AEDs	  such	  as	  valproate,	  tiagabine,	  and	  diazepam	  enhance	  GABA	  systems	  to	  block	  seizure	  propagation,	  either	  by	  direct	  interactions	  with	  GABA	  receptors,	  or	  indirectly	  by	  increasing	  the	  availability	  of	  GABA	  in	  each	  neuron	  or	  synapse	  (Galanopoulou	  2008;	  Morimoto	  et	  al.	  2004).	  	  	  	  	   In	  the	  past,	  epilepsy	  was	  treated	  by	  more	  radical	  methods	  that	  are	  seldom	  used	  today.	  	  For	  example,	  other	  mental	  disorders	  such	  as	  bipolar	  disorder	  have	  been	  treated	  using	  electroconvulsive	  shocks	  (ECS)	  (Valentí	  et	  al.	  2008).	  	  Many	  researchers	  also	  noted	  that	  the	  shocks	  also	  were	  found	  to	  suppress	  seizures,	  with	  the	  strongest	  effects	  one	  hour	  after	  the	  shocks	  (Post	  et	  al.	  1986).	  	  This	  phenomenon,	  termed	  the	  postictal	  period,	  is	  common	  to	  many	  seizure	  and	  epilepsy	  disorders.	  	  Previous	  research	  has	  shown	  that	  ECS	  in	  cats	  caused	  an	  increase	  of	  a	  substance	  to	  be	  released	  into	  the	  cerebral	  spinal	  fluid	  (CSF).	  	  Transferring	  this	  fluid	  into	  naïve	  cats	  without	  any	  ECS	  also	  increased	  their	  susceptibility	  to	  seizures,	  suggesting	  a	  component	  within	  the	  CSF	  responsible	  for	  the	  molecular	  changes,	  though	  no	  particular	  compound	  had	  been	  identified	  (Post	  et	  al.	  1986).	  	  	  	   In	  extreme	  cases,	  especially	  those	  with	  temporal	  lobe	  epilepsy,	  which	  is	  often	  refractory	  to	  medications,	  patients	  may	  be	  recommended	  for	  surgery	  (Engel	  1996).	  	  Surgery	  is	  a	  last	  resort	  but	  can	  be	  beneficial	  when	  all	  other	  methods	  to	  curtail	  seizures	  have	  failed.	  	  When	  the	  origin	  of	  the	  seizures	  can	  be	  determined	  to	  a	  specific	  brain	  region,	  surgical	  removal	  of	  that	  brain	  region	  has	  shown	  to	  be	  successful	  in	  reducing	  seizures.	  	  For	  example,	  an	  amygdalohippocampectomy	  removes	  the	  hippocampus	  and	  the	  amygdalae,	  but	  the	  risk	  of	  side	  effects	  such	  as	  memory	  loss	  or	  problems	  is	  high,	  depending	  on	  how	  much	  of	  the	  hippocampus	  is	  removed	  (Al-­‐Otaibi	  et	  al.	  2012).	  	  	  With	  risks	  and	  downsides	  of	  surgery	  high	  compared	  to	  pharmacological	  or	  other	  treatment	  methods,	  newer	  types	  of	  AEDs	  and	  anti-­‐convulsants	  need	  to	  be	  investigated.	  	  
Animal	  Models	  of	  Epilepsy	  	  	   Establishment	  of	  animal	  models	  to	  study	  human	  neurological	  disorders	  is	  critical	  to	  find	  causal	  roles	  of	  neurons,	  circuits,	  and	  genes	  involved	  in	  the	  behavior	  or	  disorder.	  	  Many	  studies	  have	  used	  rats	  and	  mice	  to	  study	  epilepsy,	  and	  while	  their	  anatomy	  and	  homology	  to	  humans	  is	  highly	  similar	  compared	  to	  other	  laboratory	  animal	  models,	  there	  is	  no	  one	  animal	  model	  that	  is	  a	  perfect	  representation	  of	  human	  epilepsies.	  	  In	  general,	  most	  epilepsy	  research	  has	  used	  chemicals,	  drugs	  or	  electric	  shocks	  (kindling)	  to	  induce	  seizure-­‐like	  episodes	  or	  behavior	  in	  animals	  (Grone	  &	  Baraban	  2015).	  	  	   Chemical	  induced	  seizure	  has	  been	  used	  to	  investigate	  seizures	  and	  epileptogenesis,	  the	  origin	  of	  seizure-­‐like	  activity	  (Sperk	  1994).	  	  A	  substance	  such	  as	  kainic	  acid	  (KA)	  injected	  into	  the	  brain	  of	  rats	  produces	  high-­‐frequency	  (~400	  hz)	  activity	  in	  or	  adjacent	  to	  the	  areas	  targeted	  by	  the	  KA	  injection.	  	  Additionally,	  behavioral	  modifications	  occur	  weeks	  after	  injection,	  such	  as	  unpredictable	  onset	  of	  limbic	  seizures,	  and	  behavioral	  abnormalities	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(Bragin	  et	  al.	  1999).	  	  KA	  injection	  models	  some	  aspects	  of	  human	  TLE,	  especially	  the	  loss	  of	  neurons	  in	  the	  hippocampus	  that	  occurs	  in	  a	  portion	  of	  patients	  with	  TLE	  (Cersósimo	  et	  al.	  2011).	  	  KA	  is	  thought	  to	  cause	  damage	  to	  the	  hippocampus	  and	  seizures	  due	  to	  the	  close	  structural	  similarity	  to	  glutamate,	  the	  primary	  excitatory	  neurotransmitter.	  The	  excitotoxicity	  due	  to	  the	  KA	  implies	  that	  the	  neuronal	  death	  is	  the	  result	  of	  prolonged	  or	  excessive	  neuronal	  depolarization,	  and	  could	  also	  be	  the	  mechanism	  of	  neuron	  loss	  in	  some	  more	  extreme	  forms	  of	  TLE	  (Ben-­‐Ari	  1985).	  	   Another	  method	  of	  studying	  and	  inducing	  seizure	  in	  animal	  models	  in	  kindling,	  in	  which	  electrical	  stimuli	  are	  given	  repeatedly	  until	  seizures	  and	  epilepsy	  becomes	  more	  prominent	  with	  smaller	  stimuli	  (Bertram	  &	  Cornett	  1993).	  	  Kindling	  produces	  epileptic	  animals	  over	  the	  course	  of	  weeks.	  	  One	  potential	  problem	  with	  chemical	  or	  kindling	  models	  of	  epilepsy	  is	  that	  they	  may	  be	  less	  physiological	  than	  how	  human	  epilepsy	  conditions	  are	  acquired.	  	  For	  example,	  it	  is	  sometimes	  difficult	  to	  determine	  whether	  the	  effects	  of	  seizures	  on	  the	  brain	  are	  brought	  about	  the	  seizures	  themselves,	  or	  the	  kindling	  method	  originally	  used	  to	  instigate	  the	  seizures.	  	  	  	  Many	  seizure	  and	  epilepsy	  studies	  have	  been	  performed	  in	  mice	  or	  rats,	  where	  the	  availability	  and	  feasibility	  to	  create	  different	  genetic	  mutants	  or	  mutant	  combinations	  to	  test	  for	  the	  effects	  on	  seizures	  is	  extremely	  difficult	  or	  cumbersome	  compared	  to	  other	  model	  systems.	  	  However,	  there	  is	  a	  growing	  collection	  of	  genetic	  rodent	  mutant	  models	  of	  epilepsy.	  	  One	  important	  mouse	  mutant	  that	  was	  created	  was	  a	  Nav1.1	  null	  mouse.	  	  Mice	  homozygous	  for	  the	  channel	  mutation	  knockout	  lived	  to	  postnatal	  day	  15,	  indicting	  the	  importance	  for	  the	  channel	  for	  normal	  homeostasis	  (Yu	  et	  al.	  2006).	  	  In	  heterozygous	  mutant	  mice,	  there	  were	  no	  changes	  in	  the	  voltage	  required	  for	  activation	  or	  inactivation	  of	  the	  channel,	  but	  there	  was	  a	  significant	  decrease	  in	  the	  amount	  of	  sodium	  current	  in	  GABAergic	  interneurons.	  	  In	  contrast,	  excitatory	  pyramidal	  cells	  did	  not	  have	  any	  changes	  in	  sodium	  current,	  indicating	  that	  a	  portion	  of	  the	  nervous	  system	  was	  affected	  by	  the	  mutation	  more	  than	  another	  (Yu	  et	  al.	  2006).	  	  Additionally,	  with	  immunohistochemistry,	  the	  authors	  showed	  that	  there	  was	  compensation	  in	  the	  interneurons	  by	  another	  Na+	  channel,	  NaV1.3	  (Yu	  et	  al.	  2006).	  	  One	  lingering	  question	  is	  why	  only	  certain	  neuronal	  classes	  were	  preferentially	  affected	  by	  the	  mutation.	  	  With	  more	  genetic	  models	  becoming	  available	  to	  study	  seizures	  and	  epilepsy,	  these	  mutants	  will	  increase	  our	  understanding	  about	  the	  variety	  of	  genetic	  loci	  that	  can	  increase	  seizure	  susceptibility	  and	  potential	  methods	  of	  suppressing	  or	  counteracting	  that	  effect	  on	  the	  neuron	  or	  circuit.	  	  
Modeling	  Epilepsy	  in	  Drosophila:	  a	  genetic	  system	  	  	   The	  fruit	  fly,	  a	  genetic	  model	  system,	  has	  had	  a	  long	  history	  in	  genetics	  and	  has	  proved	  important	  for	  our	  current	  understanding	  of	  the	  biological	  underpinnings	  of	  some	  of	  the	  most	  important	  developmental,	  behavioral,	  or	  cellular	  processes.	  	  Genetic	  screens	  in	  
Drosophila	  have	  been	  invaluable	  for	  most	  of	  the	  major	  contributions	  that	  the	  fly	  has	  been	  able	  to	  offer	  the	  scientific	  community	  (Rieder	  &	  Larschan	  2014).	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   Early	  genetic	  screens	  isolated	  flies	  for	  unusual	  behaviors,	  some	  of	  which	  were	  flies	  that	  responded	  uniquely	  to	  being	  routinely	  handled	  by	  the	  scientists.	  	  These	  “bang	  sensitive”	  flies	  displayed	  aspects	  of	  human	  seizures	  in	  response	  to	  a	  mechanical	  stimulus	  (Parker,	  Howlett,	  et	  al.	  2011a).	  	  The	  bang-­‐sensitive	  behavior	  involves	  a	  behavioral	  sequence	  of	  events,	  starting	  with	  an	  initial	  seizure,	  a	  paralysis	  period	  characterized	  by	  synaptic	  failure,	  followed	  by	  a	  secondary	  seizure	  (delayed	  discharge)	  that	  is	  also	  associated	  with	  regained	  synaptic	  transmission.	  	  Later	  investigations	  isolated	  other	  mutants	  with	  similar	  phenotypes,	  with	  each	  mutant	  showing	  variation	  in	  the	  severity,	  paralysis	  time,	  and	  recovery	  time	  from	  the	  seizure.	  	  The	  bang-­‐sensitive	  mutants	  show	  characteristics	  that	  parallel	  human	  epilepsy	  disorders.	  	  For	  example,	  the	  refractory	  period	  following	  a	  seizure	  episode	  is	  also	  present	  in	  flies,	  and	  some	  mutants	  show	  tonic-­‐clonic	  seizures	  that	  are	  seen	  in	  generalized	  seizures	  in	  humans.	  	  Mapped	  mutations	  include	  various	  proteins,	  from	  easily	  
shocked	  (eas)	  encoding	  Ethanolamine	  Kinase,	  an	  enzyme	  involved	  in	  phospholipid	  synthesis,	  to	  slamdance	  (sda),	  encoding	  an	  Aminopeptidase	  that	  modifies	  Na+	  currents	  (Marley	  &	  Baines	  2011a;	  Pavlidis	  et	  al.	  1994;	  H.	  Zhang	  et	  al.	  2002).	  	  Some	  bang-­‐sensitive	  mutations	  represent	  genes	  that	  don’t	  have	  an	  immediately	  apparent	  function	  in	  the	  nervous	  system,	  such	  as	  technical	  knockout	  (tko),	  encoding	  a	  protein	  homologous	  to	  prokaryotic	  Ribosomal	  Protein	  S12,	  involved	  in	  maintenance	  of	  mitochondria	  (Royden	  et	  al.	  1987).	  The	  bang-­‐sensitive	  mutant	  bang	  senseless	  (bss)	  is	  the	  most	  severe	  bang-­‐sensitive	  mutant	  in	  the	  collection,	  containing	  a	  missense	  mutation	  in	  the	  paddle	  domain	  of	  the	  
paralytic	  gene	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b).	  	  	  The	  Drosophila	  voltage-­‐gated	  sodium	  channel	  gene,	  paralytic,	  (para)	  shows	  remarkable	  homology	  of	  the	  human	  Na+	  voltage-­‐gated	  channel	  (Loughney	  et	  al.	  1989).	  	  Additional	  mutations	  have	  been	  introduced	  into	  the	  para	  gene,	  representing	  human	  GEFS+	  and	  human	  DS	  syndromes.	  	  These	  flies	  display	  different	  phenotypes,	  and	  will	  be	  discussed	  in	  detail	  in	  the	  following	  chapter	  (Schutte	  et	  al.	  2014;	  Sun	  et	  al.	  2012).	  	   Overall,	  the	  homology	  between	  Drosophila	  and	  human	  genes	  is	  high,	  and	  approximately	  75%	  of	  human	  disease	  genes	  have	  homologs	  also	  represented	  in	  the	  fly	  (Pandey	  &	  Nichols	  2011).	  	  Neurotransmission,	  and	  the	  response	  of	  the	  behavioral	  and	  physiological	  responses	  to	  a	  variety	  of	  drugs	  are	  also	  highly	  conserved,	  including	  known	  anti-­‐epileptic	  drugs,	  which	  also	  increase	  seizure	  susceptibility	  in	  flies	  as	  well	  as	  humans	  (Kuebler	  &	  Tanouye	  2002).	  	  Finally,	  mutations	  in	  human	  epilepsy	  genes	  also	  show	  similar	  phenotypes	  in	  the	  fly,	  further	  emphasizing	  the	  importance	  that	  Drosophila	  can	  make	  on	  seizure	  disorder	  research.	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Chapter	  2:	  Sodium	  Channels	  and	  Epilepsy	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Human	  Na+	  channel	  epilepsy	  	   Human	  seizure	  disorders	  are	  a	  significant	  health	  concern	  due	  to	  the	  large	  number	  of	  affected	  individuals,	  the	  devastating	  ramifications	  of	  untreated	  seizure	  episodes,	  and	  limitations	  in	  AED	  (anti-­‐epileptic	  drug)	  options.	  	  About	  10%	  of	  the	  population	  will	  experience	  a	  seizure	  sometime	  during	  their	  lifetime,	  and	  1%	  of	  people	  suffer	  the	  persistent,	  spontaneous	  seizures	  that	  define	  epilepsy	  (Shneker	  &	  Fountain	  2003).	  	  The	  epilepsies	  are	  a	  collection	  of	  about	  40	  different	  neurological	  disorders	  characterized	  by	  large	  numbers	  of	  neurons	  firing	  uncontrollably	  and	  synchronously,	  usually	  in	  a	  rhythmic	  pattern.	  	  Generalized	  seizures	  are	  marked	  by	  the	  widespread	  involvement	  of	  both	  brain	  hemispheres	  and	  include	  tonic-­‐clonic	  (grand	  mal),	  absence	  (petit	  mal),	  and	  myoclonic	  disorders.	  	  Partial	  seizures	  are	  limited	  to	  localized	  brain	  regions,	  often	  the	  temporal	  lobe.	  	  Especially	  difficult	  are	  the	  intractable	  epilepsies.	  	  About	  15	  million	  people	  worldwide	  cannot	  adequately	  control	  their	  seizures	  with	  any	  available	  medication.	  Uncontrolled	  bouts	  of	  seizure,	  especially	  in	  infants	  and	  children,	  interfere	  with	  normal	  brain	  development	  leading	  to	  permanent	  deficits	  in	  cognitive	  capabilities.	  	   Especially	  interesting	  are	  human	  epilepsies	  caused	  by	  mutations	  in	  the	  Na+	  channel	  gene,	  especially	  SCN1A.	  Three	  SCN1A	  epilepsies	  are:	  GEFS+	  (generalized	  epilepsy	  with	  febrile	  seizures	  plus)	  characterized	  by	  febrile	  seizures	  that	  persist	  beyond	  age	  6y;	  SMEI	  (severe	  myoclonic	  epilepsy	  in	  infancy,	  Dravet’s	  syndrome),	  an	  intractable	  epilepsy	  frequently	  resulting	  in	  convulsive	  status	  epilepticus;	  and	  ICEGTC	  (intractable	  childhood	  epilepsy	  with	  generalized	  tonic-­‐clonic),	  an	  atypical	  SMEI	  that	  does	  not	  cause	  myoclonic	  seizures.	  Dravet’s	  syndrome	  and	  ICEGTC	  are	  severe	  epilepsies	  that	  have	  been	  generally	  associated	  with	  non-­‐heritable	  spontaneous	  mutations	  of	  Na+	  channel	  genes,	  especially	  SCN1A.	  	   GEFS+	  has	  been	  thought	  of	  as	  a	  familial	  epilepsy	  syndrome	  (Parihar	  &	  Ganesh	  2013a;	  Catterall	  2014;	  Goldberg-­‐Stern	  et	  al.	  2014).	  	  Gene	  discovery	  in	  GEFS+	  families	  was	  an	  important	  milestone	  in	  epilepsy	  genetics.	  About	  10%	  of	  GEFS+	  families	  have	  SCN1A	  mutations,	  mainly	  missense	  mutations.	  GEFS+	  is	  also	  associated	  with	  mutations	  in	  genes	  encoding	  a	  Na+	  channel	  beta	  1	  subunit	  (SCN1B)	  and	  a	  GABAA	  receptor	  subunit	  (GABRG).	  GEFS+	  families	  can	  show	  considerable	  variability	  of	  seizure	  phenotypic	  severity.	  	  For	  example,	  in	  a	  large	  Israeli	  family	  carrying	  a	  single	  SCN1A	  missense	  mutation	  (K1372E),	  phenotypes	  varied	  from	  Dravet’s	  syndrome	  (1	  family	  member)	  to	  GEFS+	  (13	  family	  members),	  with	  3	  family	  members	  identified	  as	  unaffected	  carriers	  (Goldberg-­‐Stern	  et	  al.	  2014).	  	  From	  this,	  and	  other	  examples	  of	  variability,	  GEFS+	  is	  thought	  of	  as	  a	  continuum	  of	  disorders	  referred	  to	  as	  the	  GEFS+	  spectrum.	  	   Human	  Na+	  channelopathies	  are	  ordinarily	  resistant	  to	  pharmacotherapy.	  For	  example,	  Dravet’s	  syndrome	  is	  generally	  unresponsive	  to	  prescription	  of	  a	  single	  antiepileptic	  drug	  (AED),	  and	  seizures	  are	  exacerbated	  by	  certain	  AEDs	  that	  block	  Na+	  channels	  such	  as,	  lamotrigine	  and	  carbamazepine	  (Guerrini	  et	  al.	  1998;	  Thanh	  et	  al.	  2002).	  	  Improved,	  albeit	  incomplete	  seizure	  control	  can	  occasionally	  occur	  with	  drug	  polytherapy,	  concurrent	  use	  of	  combinations	  of	  multiple	  AEDs:	  valproate,	  topiramate,	  stiripentol,	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clobazam,	  or	  bromides,	  possibly	  acting	  by	  different	  mechanisms	  of	  enhancing	  GABAergic	  inhibition	  (Chiron	  &	  Dulac	  2011;	  Stephen	  et	  al.	  2012).	  	  
Voltage-­‐gated	  Na+	  channels	  	   Molecules	  mediating	  electrical	  excitability	  in	  the	  fruit	  fly	  are	  generally	  similar	  to	  those	  in	  humans	  (Frank	  et	  al.	  2013).	  	  Excitatory	  chemical	  synaptic	  transmission	  is	  through	  ligand-­‐gated	  channels,	  mainly	  acetylcholine	  and	  glutamate	  receptors.	  Chemical	  synaptic	  inhibition	  is	  mainly	  through	  GABA	  receptors.	  Ca2+	  regulates	  transmitter	  release	  through	  voltage-­‐gated	  presynaptic	  Ca2+	  channels.	  Ionic	  currents,	  carried	  by	  Na+	  ions,	  flow	  into	  nerve	  cells	  and	  are	  responsible	  for	  activation	  of	  the	  action	  potential	  and	  its	  regenerative	  conduction	  along	  the	  axon.	  Na+	  ions	  enter	  the	  cell	  through	  Na+	  channels,	  integral	  membrane	  proteins	  with	  a	  number	  of	  unique	  functional	  properties:	  voltage	  sensitivity,	  responsible	  for	  opening	  channels;	  ion	  selectivity,	  responsible	  for	  filtering	  Na+	  for	  conductance	  while	  selecting	  against	  other	  cationic	  species;	  and	  channel	  inactivation,	  responsible	  for	  time	  dependent	  closing	  of	  the	  channel.	  	  	   All	  voltage-­‐gated	  Na+	  channels,	  including	  those	  of	  human	  and	  fly,	  are	  generally	  similar	  in	  structure	  and	  function.	  A	  large	  Na+	  channel	  alpha	  subunit	  polypeptide,	  is	  organized	  into	  four	  homologous	  domains	  (HD1-­‐4)	  arranged	  around	  a	  central	  pore,	  conserved	  in	  all	  Na+	  channels	  (Catterall	  2014;	  Littleton	  &	  Ganetzky	  2000).	  	  Each	  HD	  contains	  6	  transmembrane	  alpha-­‐helical	  segments	  (S1-­‐S6)	  connected	  by	  intracellular	  or	  extracellular	  loops	  of	  amino	  acid	  sequences.	  	  Numerous	  structure-­‐function	  analyses	  have	  shown	  that	  a	  short	  alpha-­‐helical	  loop	  connecting	  S5	  and	  S6	  of	  each	  HD	  dips	  into	  the	  membrane	  and	  their	  combined	  association	  forms	  the	  channel	  pore	  (Figure	  1).	  	  Supporting	  this	  identification	  for	  the	  channel	  pore	  is	  that	  mutations	  in	  the	  S5-­‐S6	  loop	  region	  cause	  alterations	  in	  ion	  selectivity;	  and	  the	  tetrodotoxin	  pore	  blocker	  binds	  within	  the	  segment.	  Na+	  channel	  activation	  occurs	  via	  the	  movement	  of	  positively-­‐charged	  residues	  in	  the	  S4	  segment.	  	  An	  intracellular	  loop	  connecting	  HD3	  and	  4	  is	  responsible	  for	  fast	  inactivation	  of	  the	  channel.	  This	  loop	  is	  thought	  to	  fold	  into	  the	  intracellular	  mouth	  of	  the	  pore,	  thereby	  blocking	  conductance	  during	  fast	  inactivation.	  
	   Human	  neurons	  and	  muscle	  express	  numerous	  functionally	  distinct	  voltage-­‐gated	  Na+	  channels,	  with	  diversity	  arising	  from	  the	  differential	  expression	  of	  9	  different	  alpha	  subunit	  genes.	  	  Five	  distinct	  Na+	  channel	  alpha	  subunit	  polypeptides	  named	  Nav1.1	  to	  Nav1.5	  are	  each	  encoded	  by	  the	  genes	  SCN1A	  to	  SCN5A,	  respectively.	  	  Four	  other	  human	  alpha	  subunits	  named	  Nav1.6	  to	  Nav1.9	  are	  each	  encoded	  by	  the	  genes	  SCN8A	  to	  SCN11A,	  respectively	  (Goldin	  2001;	  Catterall	  2003;	  Catterall	  2014).	  	  Additional	  diversity	  arises	  from	  interaction	  of	  alpha	  subunits	  with	  one	  of	  four	  different	  beta	  subunits.	  	  Na+	  channel	  diversity	  in	  Drosophila	  arises	  differently	  than	  for	  humans.	  	  The	  fly	  possesses	  a	  single	  Na+	  channel	  alpha	  subunit	  encoding	  gene,	  para,	  with	  channel	  diversity	  arising	  from	  alternative	  splicing.	  	  The	  para	  gene	  is	  large,	  spanning	  about	  60kb	  of	  genomic	  DNA	  (Loughney	  et	  al.	  1989;	  Ramaswami	  &	  Tanouye	  1989;	  Thackeray	  &	  Ganetzky	  1995;	  Feng	  et	  al.	  1995;	  Warmke	  et	  al.	  1997).	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There	  are	  26	  para	  exons:	  13	  are	  constitutive	  and	  15	  are	  alternatively	  spliced	  (Thackeray	  &	  Ganetzky	  1994;	  Thackeray	  &	  Ganetzky	  1995;	  O'Dowd	  et	  al.	  1995;	  Dong	  2007;	  Olson	  et	  al.	  2008;	  Lin	  et	  al.	  2009;	  Lin	  &	  Baines	  2014).	  	  Annotation	  for	  para	  describes	  60	  possible	  transcripts	  and	  57	  unique	  polypeptides.	  	  Eleven	  exons	  are	  spliced	  independently	  and	  result	  in	  changes	  in	  cytoplasmic	  loop	  segments.	  	  Electrophysiology	  of	  splice	  variants	  shows	  differences	  in	  Na+	  channel	  kinetics.	  	  For	  example,	  splice	  variants	  that	  include	  the	  exon	  F	  show	  a	  hyperpolarizing	  shift	  in	  activation	  kinetics	  of	  the	  para	  channel	  that	  is	  expected	  to	  increase	  excitability	  for	  neurons	  containing	  these	  variants.	  	  	   Two	  splice	  events	  are	  mutually	  exclusive:	  the	  inclusion	  of	  exon	  C	  or	  D,	  and	  of	  exon	  K	  or	  L.	  	  Para	  exons	  C	  and	  D	  encode	  a	  portion	  of	  the	  membrane	  spanning	  segments	  of	  S4	  and	  S5	  in	  HD2	  and	  exons	  K	  and	  L	  encode	  the	  membrane	  spanning	  segments	  of	  S3	  and	  S4	  in	  HD3.	  	  The	  mutually	  exclusive	  exon	  pair	  K	  and	  L	  is	  particularly	  interesting	  because	  neurons	  containing	  exon	  L	  show	  a	  marked	  increase	  in	  the	  frequency	  of	  action	  potential	  firing	  and	  apparently	  contribute	  to	  seizure-­‐sensitivity	  in	  several	  Drosophila	  neurological	  mutants	  (Lin	  et	  al.	  2009;	  Lin	  &	  Baines	  2014).	  	  Na+	  channels	  carrying	  para	  exon	  L	  show	  incomplete	  channel	  inactivation.	  	  This	  results	  in	  a	  longer-­‐lasting	  residual	  Na+	  current	  called	  a	  persistent	  current	  (INaP).	  	  It	  is	  this	  increased	  INaP	  in	  para	  exon	  L	  channels	  that	  appear	  to	  be	  responsible	  for	  the	  action	  potential	  frequency	  increase.	  
	  
The	  para	  gene	  and	  its	  mutations	  	   Befitting	  its	  central	  role	  in	  neuronal	  excitability,	  a	  large	  number	  of	  mutations	  have	  been	  identified	  for	  para	  with	  117	  reported	  alleles.	  	  The	  para	  mutations	  display	  a	  range	  of	  neurological	  phenotypes.	  	  Canonical	  para	  alleles	  were	  temperature	  sensitive	  (TS)	  paralytic	  such	  as	  parats1	  and	  paraST76	  (Suzuki	  et	  al.	  1971;	  Siddiqi	  &	  Benzer	  1976;	  Wu	  &	  Ganetzky	  1980).	  	  These	  are	  conditional	  mutations	  with	  flies	  displaying	  normal	  or	  nearly	  normal	  behavior	  at	  room	  (permissive)	  temperature,	  while	  undergoing	  reversible	  heat	  induced	  behavioral	  paralysis	  and	  loss	  of	  action	  potentials	  (restrictive	  temperature).	  Another	  TS	  
para	  mutation,	  paracs,	  is	  an	  unusual	  cold-­‐sensitive	  allele	  (O.	  G.	  Fahmy	  &	  M.	  J.	  Fahmy	  1960).	  	  	  The	  para	  gene	  is	  an	  essential	  gene	  and	  numerous	  lethal	  alleles	  are	  identified	  such	  as	  
paraID30	  and	  parahd5	  (Ganetzky	  1984;	  Loughney	  et	  al.	  1989).	  	  Some	  para	  alleles,	  such	  as	  
parasbl1	  and	  parasbl2,	  show	  broad	  olfactory	  defects	  altering	  the	  ability	  of	  these	  strains	  to	  respond	  to	  odorants	  in	  several	  chemical	  classes.	  	  TS	  paralysis	  is	  not	  observed	  for	  parasbl1	  and	  parasbl2	  (Lilly	  &	  Carlson	  1990).	  	  The	  Na+	  channel	  is	  a	  target	  for	  DDT	  and	  pyrethroid	  insecticides.	  	  Several	  para	  alleles,	  such	  as	  parats1	  and	  paraDN7	  cause	  a	  target	  site	  resistance	  to	  these	  insecticides	  (Pittendrigh	  et	  al.	  1997).	  	  	   A	  number	  of	  para	  alleles	  have	  been	  found	  to	  directly	  affect	  seizure-­‐susceptibility	  in	  the	  fly,	  especially	  interesting	  mutations	  forming	  a	  basis	  for	  modeling	  human	  epilepsy.	  	  Some	  para	  alleles	  cause	  flies	  to	  become	  seizure-­‐sensitive	  such	  as	  parabss1,	  parabss2,	  paraGEFS+	  and	  paraDS	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b;	  Sun	  et	  al.	  2012;	  Schutte	  et	  al.	  2014).	  	  Some	  para	  alleles	  such	  as	  paraST76,	  parats1	  and	  paraJS1	  act	  as	  second-­‐site	  seizure	  suppressor	  mutations,	  reverting	  seizure-­‐sensitive	  phenotypes	  of	  other	  mutations	  in	  double	  mutant	  combinations	  (Kuebler	  et	  al.	  2001;	  Song	  &	  Tanouye	  2007).	  	  We	  discuss	  separately	  here	  the	  role	  of	  para	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mutations	  in	  Drosophila	  seizure	  studies	  and	  how	  they	  resemble	  human	  epilepsy	  in	  some	  aspects.	  	  
Seizure-­‐like	  electrical	  activity	  in	  adult	  Drosophila	  
	   Susceptibility	  to	  seizures	  in	  adult	  flies	  can	  be	  evaluated	  by	  electrophysiology	  methods	  that	  evoke	  and	  record	  seizure-­‐like	  electrical	  activity	  (Pavlidis	  et	  al.	  1994;	  Pavlidis	  &	  Tanouye	  1995;	  Kuebler	  &	  Tanouye	  2000;	  Kuebler	  et	  al.	  2001;	  J.	  Lee	  &	  Wu	  2002;	  J.	  Lee	  &	  Wu	  2006).	  	  These	  methods	  allow	  seizure-­‐susceptibility	  to	  be	  quantified,	  especially	  valuable	  for	  comparing	  wild	  type	  and	  mutant	  flies,	  and	  other	  genetic	  and	  chemical	  manipulations	  (Kuebler	  &	  Tanouye	  2000;	  Kuebler	  et	  al.	  2001;	  Song	  &	  Tanouye	  2006).	  	  Seizure-­‐like	  activity	  is	  evoked	  by	  short	  wave-­‐trains	  of	  high	  frequency	  electrical	  stimuli	  (HFS,	  0.4ms	  pulses	  at	  200Hz	  for	  300ms)	  delivered	  to	  the	  brain	  at	  sufficient	  intensity	  and	  recorded	  from	  thoracic	  flight	  muscles.	  This	  seizure-­‐like	  activity	  reflects	  motoneuron	  action	  potentials	  on	  a	  one-­‐to-­‐one	  basis.	  Seizure-­‐like	  activity	  appears	  as	  uncontrolled,	  high-­‐frequency	  (>150Hz)	  neuronal	  spiking.	  Seizure-­‐like	  activity	  is	  extensive,	  spreading	  to	  at	  least	  14	  different	  muscles,	  containing	  60	  muscle	  fibers	  innervated	  by	  58	  motoneurons.	  Seizures	  are	  evoked	  in	  an	  all-­‐or-­‐nothing	  manner:	  HFS	  stimuli	  below	  a	  threshold	  voltage	  never	  elicit	  seizures;	  whereas	  just	  above	  threshold,	  seizures	  are	  always	  elicited.	  Seizure	  threshold	  is	  similar	  for	  all	  individuals	  of	  a	  given	  genotype.	  Thus,	  each	  genotype	  possesses	  a	  characteristic	  seizure-­‐susceptibility	  that	  may	  be	  quantified	  by	  its	  threshold	  voltage.	  Normal	  seizure-­‐susceptibility,	  the	  wild	  type	  range,	  is	  about	  30	  to	  40V	  HFS	  (Canton	  Special	  =	  30.1,	  Oregon	  R	  =	  39.3V	  HFS)	  (Kuebler	  et	  al.	  2001).	  	   Spontaneous	  seizure-­‐like	  activity	  has	  been	  recorded	  from	  the	  neuromuscular	  junction	  of	  third	  instar	  larvae	  and	  the	  dorsal	  longitudinal	  flight	  muscle	  (DLM)	  of	  adults.	  This	  is	  especially	  true	  for	  cacophony	  and	  shibire	  temperature-­‐sensitive	  paralytic	  mutants	  that	  show	  spontaneous	  seizure-­‐like	  activity	  at	  high	  temperatures	  (Rieckhof	  2003;	  Salkoff	  &	  Kelly	  1978).	  	  Seizure-­‐sensitive	  mutants	  show	  nervous	  system	  excitability	  changes	  that	  have	  been	  observed	  in	  identified	  larval	  motoneurons	  by	  patch	  recording	  (Marley	  and	  Baines,	  2011).	  These	  motoneurons	  receive	  excitatory	  input	  from	  cholinergic	  interneurons	  providing	  spontaneous	  rhythmic	  synaptic	  currents	  (SRCs).	  Under	  voltage	  clamp	  mutant	  motoneurons	  show	  that	  SRCs	  are	  increased	  in	  amplitude	  and	  duration.	  	  Under	  current	  clamp,	  mutant	  motoneurons	  show	  sustained	  depolarization	  and	  multiple	  action	  potentials	  (Marley	  &	  Baines	  2011b).	  	  Similar	  recordings	  are	  used	  to	  record	  INap	  in	  wild	  type	  and	  mutant	  motoneurons	  (Lin	  et	  al.	  2012;	  Lin	  &	  Baines	  2014).	  	  Seizure-­‐sensitive	  mutants	  have	  been	  examined	  electrophysiologically	  in	  adult	  antennal	  lobe	  inhibitory	  interneurons	  by	  current	  clamp	  and	  voltage	  clamp	  whole	  cell	  patch	  recordings	  (Sun	  et	  al.	  2012;	  Schutte	  et	  al.	  2014).	  	  These	  have	  been	  used	  to	  show	  changes	  in	  INap	  and	  evoked	  neuronal	  firing	  properties	  in	  mutant	  compared	  to	  wild	  type	  antennal	  lobe	  neurons.	  	  	  	  
	  13	  
Seizure-­‐sensitivity	  in	  parabss1	  mutants	  
	   Mutants	  in	  one	  behavioral	  class,	  called	  the	  Bang-­‐Sensitive	  (BS)	  paralytics,	  are	  consistently	  seizure-­‐sensitive	  (Pavlidis	  &	  Tanouye	  1995;	  Kuebler	  et	  al.	  2001).	  The	  BS	  class	  is	  109	  mutant	  alleles	  representing	  25	  genes	  and	  a	  variety	  of	  gene	  products,	  including	  the	  
parabss1	  Na+	  channel	  mutation	  (Table	  1).	  The	  parabss1	  mutation	  causes	  severe	  seizure-­‐sensitivity.	  This	  severity	  is	  based	  on	  a	  very	  low	  threshold	  (4.4	  V	  HFS;	  Figure	  2)	  for	  seizure-­‐like	  activity	  evoked	  electrophysiologically,	  much	  lower	  than	  the	  threshold	  for	  wild	  type	  flies.	  The	  parabss1	  mutation	  also	  has	  a	  severe	  BS	  phenotype	  following	  a	  mechanical	  shock	  defined	  as	  either	  a	  tap	  of	  the	  culture	  vial	  or	  brief	  vortex	  mixing	  (a	  “bang”;	  Figure	  2).	  This	  BS	  stimulation	  causes	  an	  initial	  behavioral	  seizure	  lasting	  several	  seconds,	  and	  characterized	  by	  leg-­‐shaking,	  abdominal	  muscle	  contractions,	  wing	  flapping	  and	  scissoring,	  and	  proboscis	  extensions.	  This	  is	  followed	  by	  behavioral	  paralysis:	  flies	  are	  immobile	  and	  unresponsive	  to	  mechanical	  stimulation,	  as	  described	  previously	  (Ganetzky	  &	  Wu	  1982).	  	  During	  this	  period,	  although	  the	  fly	  is	  mainly	  the	  quiescent,	  resembling	  a	  tonic	  phase,	  the	  quiescence	  is	  broken	  up	  by	  multiple	  bouts	  of	  clonus-­‐like	  activity.	  This	  is	  followed	  by	  recovery	  seizure	  resembling	  the	  initial	  seizure	  and	  clonus-­‐like	  activity.	  The	  total	  paralytic	  recovery	  time	  for	  
parabss1	  recovery	  time	  is	  longer	  than	  for	  other	  BS	  mutants	  mainly	  because	  of	  the	  tonic-­‐clonic	  activity;	  mean	  recovery	  time	  for	  parabss1	  is	  ~240s.	  	  	   The	  mutation	  causing	  parabss1	  is	  a	  mis-­‐sense	  substitution	  for	  a	  single	  amino	  acid	  residue	  (L1699F)	  in	  HD4	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b).	  This	  is	  a	  conserved	  leu	  residue	  within	  the	  S3	  membrane-­‐spanning	  segment	  that	  may	  be	  part	  of	  the	  voltage	  sensor	  driving	  Na+	  channel	  inactivation	  (Alabi	  et	  al.	  2007;	  Bosmans	  et	  al.	  2008;	  Catterall	  et	  al.	  2010).	  Electrophysiology	  experiments	  showed	  changes	  in	  inactivation	  consistent	  with	  this	  interpretation.	  The	  L1699F	  mutation	  causes	  a	  shift	  in	  fast	  inactivation	  voltage	  to	  more	  positive	  potentials	  compared	  to	  wild	  type,	  In	  Xenopus	  oocytes	  expressing	  para	  cDNA	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b)	  .	  In	  parabss1	  neurons,	  altered	  Na+	  channel	  inactivation,	  appears	  responsible	  for	  the	  great	  overall	  hyperexcitability	  observed	  in	  the	  mutant.	  The	  
parabss1	  mutant	  is	  the	  most	  severely	  seizure-­‐sensitive	  mutant	  thus	  far	  identified	  in	  
Drosophila	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b)	  .	  It	  has	  the	  lowest	  threshold	  to	  evoked	  seizure-­‐like	  activity	  recorded	  electrophysiologically.	  It	  displays	  the	  longest	  and	  most	  penetrant	  BS	  paralytic	  behavior.	  The	  phenotypes	  of	  parabss1	  are	  the	  most	  difficult	  to	  ameliorate	  by	  antiepileptic	  drug	  or	  seizure-­‐suppressor	  mutation.	  It	  has	  been	  presented	  as	  a	  Drosophila	  model	  for	  human	  intractable	  epilepsy	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b).	  	  	  
GEFS+	  spectrum	  mutations	  knocked	  into	  the	  para	  channel	  cause	  seizure-­‐like	  
neurological	  phenotypes	  in	  the	  fly	  
	   	  Mutations	  of	  the	  human	  SCN1A	  Na+	  channel	  gene	  are	  responsible	  for	  GEFS+	  spectrum	  epilepsies	  (Parihar	  &	  Ganesh	  2013a;	  Catterall	  2014;	  Goldberg-­‐Stern	  et	  al.	  2014).	  	  Several	  of	  these	  have	  been	  knocked	  into	  the	  para	  gene	  and	  examined	  for	  phenotypes	  (Sun	  et	  al.	  2012;	  Schutte	  et	  al.	  2014).	  	  The	  mutations	  examined	  thus	  far	  give	  rise	  to	  temperature-­‐dependent	  seizure-­‐like	  activity.	  The	  SCN1A	  mutation	  (K1270T)	  is	  an	  amino	  acid	  substitution	  in	  transmembrane	  segment	  S2	  of	  HD3,	  and	  is	  responsible	  for	  GEFS+	  epilepsy	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(Abou-­‐Khalil	  et	  al.	  2001).	  The	  paraGEFS+	  mutation	  is	  a	  KàT	  knock-­‐in	  at	  the	  corresponding	  
para	  location	  (Sun	  et	  al.	  2012).	  	  	   Electrophysiology	  recordings	  suggest	  an	  interesting,	  novel	  mechanism	  for	  temperature-­‐induced	  seizure-­‐sensitivity	  in	  paraGEFS+	  flies	  (Sun	  et	  al.	  2012).	  In	  GABAergic	  inhibitory	  interneurons,	  but	  apparently	  not	  in	  cholinergic	  excitatory	  neurons,	  temperature	  increase	  causes	  a	  reduction	  in	  burst	  firing	  frequency	  and	  then	  a	  cessation	  of	  firing.	  It	  is	  proposed	  that	  this	  results	  in	  an	  overall	  loss	  of	  inhibition	  leading	  to	  seizure	  activity	  at	  high	  temperature	  (Sun	  et	  al.	  2012).	  	  The	  paraGEFS+	  lesion	  appears	  to	  result	  in	  an	  abnormality	  in	  INap	  shifting	  deactivation	  threshold	  to	  more	  negative	  voltages	  at	  high	  temperatures.	  This	  leads	  to	  sustained	  depolarizations	  in	  the	  GABAergic	  neurons.	  Interestingly,	  the	  sustained	  depolarization	  does	  not	  lead	  to	  greater	  inhibition,	  rather	  decreased	  inhibition	  due	  to	  the	  loss	  of	  firing.	  The	  result	  is	  semi-­‐dominant	  temperature-­‐induced	  seizure-­‐like	  activity.	  	  It	  was	  suggested	  that	  a	  normal	  temperature-­‐dependent	  shift	  in	  Na+	  current	  deactivation	  is	  exacerbated	  by	  the	  mutations;	  in	  humans,	  this	  may	  contribute	  to	  febrile	  seizures	  in	  GEFS+	  and	  perhaps	  normal	  individuals	  (Sun	  et	  al.	  2012).	  	   The	  SCN1A	  mutation	  (S1231R)	  is	  an	  amino	  acid	  substitution	  in	  the	  S1	  segment	  of	  HD3,	  and	  is	  responsible	  for	  Dravet’s	  syndrome,	  an	  intractable	  epilepsy	  (Fujiwara	  et	  al.	  2003).	  	  The	  paraDS	  mutation	  is	  a	  SàR	  knock-­‐in	  at	  the	  corresponding	  para	  location	  (Schutte	  et	  al.	  2014).	  	  Flies	  carrying	  the	  paraDS	  mutation	  show	  semidominant	  seizure-­‐like	  behaviors	  induced	  at	  high	  temperature.	  Electrophysiology	  recordings	  from	  GABAergic	  inhibitory	  interneurons	  in	  the	  brains	  of	  adult	  paraDS	  flies	  indicate	  a	  reduction	  in	  transient	  Na+	  current	  (INat)	  that	  is	  exacerbated	  by	  increased	  temperature.	  There	  is	  also	  a	  change	  in	  INap:	  deactivation	  of	  the	  persistent	  current	  occurs	  at	  more	  positive	  voltages.	  The	  changes	  in	  Na+	  current	  result	  in	  lowered	  action	  potential	  firing	  frequencies	  in	  inhibitory	  interneurons.	  	  	  
Abnormal	  persistent	  Na+	  current	  contributes	  to	  seizure-­‐sensitivity	  in	  other	  
Drosophila	  mutants	  	  
	   Baines	  and	  co-­‐workers	  have	  shown	  there	  are	  changes	  in	  para	  expression	  that	  exacerbate	  the	  severity	  of	  seizure	  phenotypes	  in	  several	  BS	  mutants	  (Marley	  and	  Baines	  2011;	  Lin	  et	  al	  2012;	  Lin	  and	  Baines	  2014).	  	  BS	  mutants	  eas	  (easily	  shocked)	  and	  sda	  
(slamdance)	  show	  behavioral	  and	  electrophysiological	  seizure-­‐like	  phenotypes	  that	  are	  nearly	  as	  severe	  as	  parabss1	  (Kuebler	  &	  Tanouye	  2000).	  	  Analyses	  of	  eas	  and	  sda	  larval	  neurons	  show	  an	  increase	  in	  INap	  and	  that	  this	  increase	  contributes	  importantly	  to	  neuronal	  hyperexcitability	  (Marley	  and	  Baines	  2011;	  Lin	  et	  al	  2012;	  Lin	  and	  Baines	  2014).	  	  The	  abnormal	  INap	  appears	  to	  be	  due	  to	  alteration	  of	  para	  alternative	  exon	  usage:	  exon	  L	  is	  favored	  over	  exon	  K.	  In	  eas	  and	  sda	  mutants,	  100%	  of	  para	  transcripts	  express	  exon	  L,	  while	  0%	  express	  exon	  K;	  ordinarily,	  in	  wild	  type	  larvae	  about	  25%	  of	  transcripts	  contain	  exon	  K.	  Exons	  L	  and	  K	  are	  a	  pair	  of	  mutually	  exclusive	  alternate	  exons	  forming	  the	  HD3	  voltage	  sensor	  (S4	  segment)	  with	  the	  presence	  of	  exon	  L	  responsible	  for	  INap.	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These	  findings	  are	  surprising	  because	  eas	  and	  sda	  have	  not	  previously	  been	  implicated	  in	  Na+	  channel	  function,	  regulation,	  or	  splicing.	  	  For	  example,	  the	  eas	  gene	  encodes	  ethanolamine	  kinase,	  and	  the	  mutation	  is	  a	  deletion	  causing	  a	  truncated	  product	  (Pavlidis	  et	  al.	  1994).	  	  Also,	  the	  eas	  phenotype	  may	  be	  rescued	  by	  expressing	  the	  wild	  type	  product	  in	  adult	  flies	  (Kroll	  &	  Tanouye	  2013).	  	  Similarly,	  the	  sda	  gene	  encodes	  the	  transmembrane	  ectoenzyme	  aminopeptidase	  N,	  catalyzing	  the	  removal	  of	  amino	  acids	  from	  the	  N-­‐terminal	  of	  a	  variety	  of	  small	  peptide	  substrates	  (H.	  Zhang	  et	  al.	  2002).	  	  A	  novel	  mechanism	  has	  been	  proposed	  for	  the	  interaction	  between	  BS	  mutations	  and	  exon	  L	  splicing	  (Lin	  and	  Baines	  2014).	  	  It	  is	  suggested	  that	  defects	  in	  BS	  mutants	  cause	  increased	  synaptic	  excitation,	  favoring	  the	  inclusion	  of	  exon	  L,	  which,	  in	  turn,	  further	  increases	  neuronal	  excitability.	  	  This	  creates	  a	  self-­‐reinforcing	  cycle	  leading	  to	  hyperexcitability	  promoting	  the	  incidence	  of	  seizure	  in	  these	  BS	  mutants	  (Lin	  and	  Baines	  2014).	  	  	  
Alleles	  of	  para,	  and	  also	  mlenapts	  are	  seizure-­‐suppressors	  for	  other	  BS	  mutants	  
	   Many	  anti-­‐epileptic	  drugs	  such	  as	  phenytoin,	  carbamazepine,	  and	  lamotrigine	  target	  voltage-­‐gated	  Na+	  channels.	  	  The	  apparent	  mechanism	  of	  action	  for	  these	  drugs	  is	  to	  reduce	  neuronal	  excitability	  through	  Na+	  channel	  loss-­‐of-­‐function	  (Kuo	  1998;	  Kuo	  et	  al.	  1997).	  	  This	  suggests	  that	  loss-­‐of-­‐function	  para	  mutations	  could	  affect	  seizure-­‐susceptibility	  by	  a	  similar	  loss-­‐of-­‐function	  mechanism.	  This	  is	  the	  case	  for	  several	  para	  alleles,	  especially	  
paraST76	  and	  paraJS	  that	  act	  as	  seizure-­‐suppressor	  mutations.	  	  Another	  mutation	  that	  also	  suppresses	  seizures	  is	  mlenapts	  (maleless	  no-­‐action	  potential	  temperature-­‐sensitive),	  a	  Na+	  channel	  regulatory	  mutation	  that	  also	  causes	  para	  loss-­‐of-­‐function	  (Wu	  et	  al.	  1978;	  Reenan	  et	  al.	  2000).	  	   The	  canonical	  para	  mutants	  were	  loss-­‐of-­‐function	  temperature-­‐sensitive	  paralytic	  mutants.	  These	  mutants,	  such	  as	  paraST76,	  undergo	  immediate	  and	  reversible	  behavioral	  paralysis	  with	  a	  loss	  of	  neuronal	  action	  potentials	  when	  the	  temperature	  is	  increased	  from	  25oà29oC	  	  (Suzuki	  et	  al.	  1971;	  Siddiqi	  &	  Benzer	  1976;	  Wu	  &	  Ganetzky	  1980;	  Loughney	  et	  al.	  1989;	  Ramaswami	  &	  Tanouye	  1989).	  	  Electrophysiology	  shows	  that	  the	  paraST76	  mutant	  is	  a	  seizure-­‐resistant	  mutant	  with	  a	  seizure	  threshold	  of	  65.06	  ±	  7.2V	  HFS,	  about	  2X	  that	  of	  wild	  type	  (Kuebler	  et	  al.	  2001).	  The	  mle	  gene	  encodes	  an	  RNA	  helicase-­‐like	  protein	  (Kernan	  et	  al.	  1991;	  C.-­‐G.	  Lee	  &	  Hurwitz	  1993).	  	  The	  no-­‐action	  potential	  temperature-­‐sensitive	  allele	  (mlenapts)	  is	  a	  gain-­‐of-­‐function	  mutation	  that	  also	  causes	  temperature	  sensitive	  behavioral	  paralysis	  by	  a	  reduction	  in	  adult	  brain	  voltage-­‐gated	  Na+	  channels	  as	  assessed	  by	  tetrodotoxin-­‐binding	  studies;	  Na+	  channel	  structure	  is	  apparently	  unaltered	  by	  the	  mutation	  (Jackson	  et	  al.	  1984;	  Kauvar	  1982).	  	  This	  results	  in	  a	  loss	  of	  action	  potentials	  and	  behavioral	  paralysis	  at	  elevated	  temperature	  (37oC)	  (Wu	  et	  al.	  1978).	  	  Electrophysiology	  shows	  that	  the	  mlenapts	  mutant	  is	  also	  a	  seizure-­‐resistant	  mutant	  with	  a	  seizure	  threshold	  of	  72.2	  ±	  7.3V	  HFS,	  about	  3X	  greater	  than	  wild	  type	  (Kuebler	  et	  al.	  2001).	  	   The	  paraST76	  and	  mlenapts	  mutations	  help	  define	  a	  novel	  class	  of	  genes	  called	  seizure-­‐suppressors	  from	  double	  mutant	  combinations	  between	  with	  BS	  mutants	  (Kuebler	  et	  al.	  2001).	  	  Genetic	  suppressors	  are	  modifying	  mutations	  that	  yield	  individuals	  phenotypically	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more	  like	  the	  wild	  type,	  i.e.,	  the	  mutant	  phenotype	  is	  suppressed.	  	  Thus,	  seizure-­‐suppressors	  are	  mutations	  that	  revert	  or	  partially	  revert	  the	  seizure-­‐sensitive	  phenotype	  of	  BS	  mutants,	  but	  can	  be	  genetically	  separated,	  by	  recombination,	  from	  the	  mutation	  that	  they	  suppress	  (Table	  2).	  	  For	  example,	  the	  paraST76	  ;	  sda	  double	  mutant	  has	  a	  seizure	  threshold	  of	  38.9	  ±	  8.0	  V	  HFS	  indicating	  seizure-­‐suppression	  to	  the	  wild	  type	  range	  (Kuebler	  et	  al.	  2001).	  	  The	  mlenapts	  mutation	  also	  suppresses	  sda	  with	  a	  seizure	  thresholds	  of	  89±10.2	  V	  HFS,	  substantially	  higher	  than	  the	  wild	  type	  range	  (Kuebler	  et	  al.	  2001).	  	   Seizure-­‐suppression	  is	  also	  observed	  for	  paraJS,	  identified	  in	  a	  genetic	  screen	  specifically	  for	  seizure-­‐suppression	  (Song	  &	  Tanouye	  2007).	  This	  mutation	  is	  due	  to	  a	  transposon	  insertion	  in	  the	  para	  3’	  untranslated	  region	  that	  reduces	  transcription	  by	  about	  half,	  and	  suppresses	  BS	  mutants	  eas	  and	  sda.	  	  For	  example,	  paraJS	  reverts	  sda	  BS	  behavior	  and	  electrophysiology	  to	  nearly	  wild	  type	  values	  (Song	  &	  Tanouye	  2007).	  The	  phenotypes	  of	  eas	  are	  also	  suppressed	  significantly.	  	  Unlike	  other	  Na+	  channel	  suppressor	  mutations,	  
paraJS	  as	  a	  single	  mutation	  causes	  no	  other	  neurological	  phenotypes;	  it	  is	  not	  a	  temperature-­‐sensitive	  paralytic	  and	  it	  is	  not	  seizure-­‐resistant.	  	  The	  only	  apparent	  phenotype	  for	  paraJS	  is	  suppression	  of	  BS	  mutants.	  	  	  
Modifying	  seizure-­‐sensitivity	  in	  an	  intractable	  epilepsy	  model:	  gish	  suppresses	  
seizures	  in	  parabss1	  heterozygote	  flies.	  	  	   Human	  GEFS+	  spectrum	  seizure	  disorders	  can	  express	  a	  variety	  of	  phenotypes,	  ranging	  from	  unaffected	  carriers	  to	  GEFS+	  presentations	  to	  Dravet’s	  syndrome	  within	  a	  single	  lineage	  (Parihar	  &	  Ganesh	  2013b;	  Catterall	  2014;	  Goldberg-­‐Stern	  et	  al.	  2014).	  	  The	  currently	  favored	  explanation	  for	  this	  range	  is	  genetic	  background	  variation	  within	  different	  individuals	  of	  the	  lineage:	  genetic	  enhancers	  contribute	  to	  more	  extreme	  phenotypes;	  suppressors	  ameliorate	  phenotypes.	  	  A	  recent	  genetic	  screen	  identified	  enhancers	  and	  suppressors	  for	  parabss1,	  the	  Drosophila	  mutation	  that	  most	  resembles	  intractable	  epilepsy	  in	  several	  aspects	  (Howlett	  et	  al.	  2013).	  	  One	  seizure-­‐enhancer	  mutation	  identified	  is	  named	  chn	  (charlatan).	  	  The	  chn	  gene	  normally	  encodes	  a	  Neuron-­‐Restrictive	  Silencer	  Factor/RE1-­‐Silencing	  Transcription	  factor	  transcriptional	  repressor	  of	  neuronal-­‐specific	  genes.	  	  Mutations	  of	  chn	  increase	  the	  time	  of	  paralysis	  for	  parabss1	  without	  enhancing	  other	  aspects	  of	  seizure-­‐sensitivity.	  In	  particular,	  seizure	  threshold	  in	  electrophysiology	  analysis	  does	  not	  appear	  to	  be	  reduced.	  	   Among	  the	  epilepsies,	  especially	  troublesome	  are	  the	  intractable	  epilepsies:	  about	  15	  million	  epilepsy	  sufferers	  worldwide	  to	  not	  respond	  to	  any	  currently	  available	  medications	  (Picot	  et	  al.	  2008;	  Laxer	  et	  al.	  2014).	  	  Surprisingly,	  little	  is	  understood	  about	  differences	  that	  might	  be	  responsible	  for	  causing	  intractable	  epilepsy	  compared	  to	  more	  benign	  seizure	  disorders,	  and	  there	  are	  few	  promising	  treatments.	  	  The	  parabss1	  mutants	  resemble	  intractable	  epilepsy	  in	  some	  aspects.	  They	  are	  the	  most	  seizure-­‐sensitive	  flies	  that	  have	  been	  identified	  with	  the	  lowest	  threshold	  to	  evoked	  seizures,	  the	  longest	  paralytic	  recovery	  time	  marked	  by	  prominent	  tonic-­‐clonic-­‐like	  activity	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b).	  	  The	  seizure-­‐sensitivity	  of	  parabss1	  has	  so	  far	  resisted	  all	  attempts	  to	  modify	  by	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drug	  (6	  human	  antiepileptic	  drugs	  and	  anticonvulsants).	  	  Recently,	  however	  a	  parabss1	  seizure-­‐suppressor	  named	  gish	  (gilgamesh)	  has	  been	  identified	  (Howlett	  et	  al.	  2013).	  	  Perhaps	  gish	  or	  a	  suppressor	  like	  it	  may	  lead	  to	  promising	  new	  drug	  discovery	  for	  intractable	  epilepsy.	  	  The	  normal	  gish	  gene	  encodes	  casein	  kinase	  and	  has	  been	  implicated	  in	  the	  wingless	  signaling	  pathway;	  casein	  kinase	  has	  not	  previously	  been	  implicated	  in	  epilepsy	  or	  neuronal	  excitability.	  	  Interestingly,	  seizure-­‐suppression	  by	  gish	  was	  found	  to	  be	  specific	  for	  parabss1/+	  heterozygotes:	  suppression	  was	  not	  observed	  with	  sda,	  eas,	  or	  
parabss1	  hemizygotes	  and	  homozygotes.	  	  
Conclusion	  	   There	  is	  a	  growing	  appreciation	  for	  the	  complexities	  of	  Na+	  channel	  contributions	  to	  human	  seizure	  disorders.	  These	  include	  especially	  the	  large	  number	  of	  Na+	  channel	  mutations	  that	  present	  with	  epilepsy	  and	  the	  variable	  penetrance	  of	  seizure	  phenotypes.	  Many	  of	  these	  complexities	  may	  be	  approached	  experimentally	  in	  the	  fruit	  fly	  because	  it	  is	  a	  tractable	  system	  with	  powerful	  genetic	  and	  molecular	  genetic	  methodologies,	  behavioral	  and	  electrophysiological	  assays	  for	  seizure-­‐susceptibility,	  and	  collections	  of	  neurological	  mutants	  available	  for	  testing.	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Figures	  and	  Figure	  Legends	  
	  Figure	  1	  
	  
	  	  Figure	  1:	  Cartoon	  depiction	  of	  voltage-­‐gated	  Na+	  channel	  structure.	  	  The	  channel	  contains	  four	  homology	  domains	  (HD1-­‐4)	  organized	  around	  a	  water-­‐filled	  pore.	  Each	  HD	  contains	  six	  membrane-­‐spanning	  segments	  (S1-­‐6).	  S4	  contains	  positively-­‐charged	  arginine	  and	  lysine	  residues	  and	  acts	  to	  sense	  voltage.	  An	  intracellular	  loop	  between	  HD3-­‐4	  is	  responsible	  for	  fast	  inactivation.	  The	  S5-­‐6	  linker	  forms	  the	  channel	  pore.	  The	  paraGEFS+	  and	  paraDS	  mutations	  are	  located	  in	  S1	  and	  S2	  of	  HD2,	  respectively	  (orange	  star,	  blue	  star).	  As	  described	  in	  the	  text,	  corresponding	  mutations	  in	  SCN1A	  cause	  human	  epilepsies.	  The	  parabss1	  mutation	  is	  located	  in	  S3	  of	  HD4	  (red	  star).	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  Figure	  2	  	   Figure	  2:	  Drosophila	  parabss1	  mutant	  behavior	  and	  electrophysiology	  seizure-­‐like	  phenotypes.	  A)	  Cartoon	  depicting	  stereotypic	  behavioral	  phenotype	  of	  
parabss1	  flies	  subjected	  to	  a	  mechanical	  shock	  (10s	  vortex	  =	  BANG):	  initial	  seizure-­‐like	  behavior,	  followed	  by	  complete	  paralysis,	  then	  a	  tonic-­‐clonic-­‐like	  period	  that	  is	  unique	  to	  parabss1	  and	  not	  evident	  in	  other	  BS	  mutant	  genotypes.	  In	  the	  figure,	  one	  clonus-­‐like	  event	  is	  depicted,	  but	  the	  number	  can	  vary,	  as	  can	  the	  duration	  of	  the	  period,	  as	  described	  in	  the	  text.	  The	  tonic-­‐clonic-­‐like	  period	  is	  followed	  by	  a	  recovery	  seizure	  and	  the	  fly	  then	  recovers.	  Not	  depicted	  is	  a	  quiescent	  period	  of	  variable	  duration	  often	  observed	  between	  the	  recovery	  seizure	  and	  recovery,	  as	  well	  as	  the	  refractory	  period	  during	  which	  flies	  are	  resistant	  to	  further	  seizures	  that	  occurs	  immediately	  following	  recovery.	  B)	  For	  
parabss1/Y	  hemizygous	  males,	  recovery	  time	  from	  behavioral	  paralysis	  is	  substantially	  longer	  than	  for	  parabss1/+	  heterozygous	  females	  or	  for	  another	  BS	  mutant,	  easPC80/Y.	  C)	  Electrical	  recording	  from	  a	  dorsal	  longitudinal	  muscle	  (DLM)	  fiber	  showing	  seizure-­‐like	  neuronal	  activity	  and	  synaptic	  failure	  in	  a	  
parabss1/Y	  animal	  subjected	  to	  a	  4V	  high	  frequency	  electrical	  stimulus	  (HFS),	  as	  well	  as	  single-­‐pulse	  stimuli	  to	  trigger	  the	  giant	  fiber	  (GF)	  circuit,	  allowing	  assessment	  of	  synaptic	  function	  (giant	  fiber	  response,	  GFR).	  Following	  an	  initial	  seizure	  (IS)	  is	  a	  period	  of	  synaptic	  failure	  within	  which	  GF	  stimulation	  fails	  to	  evoke	  a	  DLM	  response	  (SF1-­‐5),	  unlike	  that	  seen	  prior	  to	  the	  seizure.	  As	  depicted,	  during	  the	  period	  of	  synaptic	  failure,	  spontaneous	  secondary	  seizures	  are	  observed	  (SS1-­‐4).	  Although	  in	  this	  trace	  four	  secondary	  seizures	  are	  observed,	  the	  number	  is	  variable.	  A	  final	  recovery	  seizure	  (RS)	  is	  observed,	  and	  shortly	  thereafter,	  GF	  system	  transmission	  is	  restored	  (response	  recovery,	  RR).	  Calibration	  bar	  is	  shown	  below:	  2mV,	  10s.	  D)	  For	  
easPC80/Y,	  HFS	  stimulation	  causes	  an	  initial	  seizure,	  synaptic	  failure,	  and	  recovery	  seizure,	  however	  no	  secondary	  seizures	  are	  observed.	  Calibration:	  2mV,	  10s.	  E)	  At	  higher	  sweep	  speed,	  depicted	  are	  initial	  seizure,	  secondary	  seizures	  and	  recovery	  seizure	  from	  the	  recording	  in	  B.	  Calibration:	  2mV,	  1.5s.	  F)	  At	  higher	  sweep	  speed,	  depicted	  are	  normal	  GF	  response	  (GFR),	  synaptic	  failures	  (SF)	  and	  response	  recovery	  (RR)	  from	  the	  recording	  in	  B.	  Calibration	  2mV,	  10ms.	  (Figure	  reprinted	  from	  Parker	  et	  al.,	  2011).	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  Table	  1	  	   Mutant	   Gene	  Product	   Seizure	  Threshold	  (V)	   Reference	  
bang	  senseless	   Na+	  voltage	  gated	  channel	   3.2	   (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b)	  
easily	  shocked	   Ethanolamine	  Kinase	   3.4	   (Pavlidis	  et	  al.	  1994)	  
slamdance	   Aminiopeptidase	  N	   6.7	   (H.	  Zhang	  et	  al.	  2002)	  
bang	  sensitive	   unknown	   7.6	   	  
technical	  knockout	   Ribosomal	  protein	  S12	   9.9	   (Royden	  et	  al.	  1987)	  
jitterbug	   unknown	   10.5	   	  
couch	  potato	   RNA-­‐binding	  protein	   11.1	   (Glasscock	  2005)	  
kazachoc	   K+/Cl-­‐	  cotransporter	   17.0	   (Hekmat-­‐Scafe	  2006)	  
knockdown	   Citrate	  synthase	   20.2	   (Fergestad	  et	  al.	  2006)	  
prickle	   LIM	  domain	  protein	   unknown	   (Tao	  et	  al.	  2011)	  
stress-­‐sensitive	   Adenine	  nucleotide	  translocase	   unknown	   (Y.	  Q.	  Zhang	  et	  al.	  1999)	  
rock-­‐n-­‐roll	   unknown	   unknown	   	  
shudderer	   Na+	  voltage	  gated	  channel	   unknown	   (Kaas	  2010)	  	  Table	  1:	  Some	  seizure-­‐sensitive	  mutants:	  gene	  products	  and	  seizure	  thresholds	  (HFS	  V).	  	  Seizure	  threshold	  is	  voltage	  of	  high-­‐frequency	  stimulation	  (V	  HFS).	  For	  comparison	  the	  seizure	  threshold	  is	  30.1	  V	  HFS	  for	  Canton-­‐Special	  wild-­‐type	  flies	  (Kuebler	  et	  al.,	  2001).	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  Table	  2	  	   Seizure	  Suppressor	  Mutant	   Gene	  Product	   Reference	  
paralytic	  (paraST76,	  paraJS1)	   Na+	  voltage	  gated	  channel	   (Song	  &	  Tanouye	  2007;	  Kuebler	  et	  al.	  2001)	  
male	  lethal	  (mlenapts)	   Na+	  voltage	  gated	  channel	  regulator	   (Kuebler	  et	  al.	  2001)	  
shakingB	  (shakB2,	  ShakBJS)	   Gap	  junction	  channel	   (Song	  &	  Tanouye	  2006)	  
Shaker	  (ShKS133)	   K+	  channel	   (Kuebler	  et	  al.	  2001)	  
escargot	  (esgEP684	  and	  4	  others)	   Zn2+	  finger	  transcription	  factor	   (Hekmat-­‐Scafe	  et	  al.	  2005)	  
meiosis-­‐P26	  (mei-­‐P26EG16)	   Ring	  fiber	  B-­‐box	  coiled-­‐coil-­‐NHL	  protein	   (Glasscock	  2005)	  
topoisomerase	  I	  (top1JS	  and	  3	  others)	   DNA	  topoisomerase	  type	  I	   (Song	  et	  al.	  2007)	  
gilgamesh	  (gish04895)	   Casein	  Kinase	  	   (Howlett	  et	  al.	  2013)	  	  Table	  2:	  List	  of	  seizure-­‐suppressor	  mutants	  and	  their	  gene	  products.	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Chapter	  3:	  Neural	  Circuits	  involved	  in	  Epilepsy	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Genetic	  Manipulation	  of	  Neural	  Circuits	  to	  Modify	  Seizures	  	   One	  complication	  of	  studying	  nervous	  system	  disorders	  is	  the	  complex	  connection	  of	  neurons	  that	  compose	  the	  brain.	  	  In	  order	  to	  manipulate	  and	  determine	  the	  overall	  importance	  of	  group	  or	  class	  of	  neurons	  on	  seizures,	  precise	  and	  accurate	  control	  over	  the	  activity	  of	  neurons	  is	  extremely	  important.	  	  Various	  genetic-­‐based	  techniques	  such	  as	  optogenetics,	  DREADDs,	  temperature	  sensitive	  (TS)	  mutations,	  and	  expressed	  channels	  allow	  for	  different	  speeds	  and	  strengths	  of	  the	  neuronal	  manipulations,	  all	  with	  potential	  advantages	  and	  disadvantages	  (Simpson	  2009).	  	  Many	  of	  the	  described	  methods	  have	  been	  used	  to	  investigate	  neural	  circuits	  on	  seizure	  phenotypes.	  	  
Optogenetics:	  Light-­‐gated	  ion	  channels	  and	  pumps	  	  	  	   A	  recent	  important	  technological	  tool	  has	  been	  the	  development	  of	  optogenetics	  to	  allow	  for	  the	  manipulation	  of	  neural	  circuits	  in	  vivo	  or	  in	  vitro.	  	  Isolated	  from	  the	  alga	  
Chlamydomonas	  reinhardtii,	  the	  protein	  Channelrhodopsin	  (ChR2)	  is	  a	  light	  sensitive	  cation	  ion	  channel	  that	  leads	  to	  depolarization	  of	  neurons	  when	  excited	  by	  blue	  470	  nm	  light	  (Butler	  2012).	  	  The	  specificity	  of	  ChR2	  to	  the	  light	  and	  the	  controllable	  expression	  of	  the	  channel	  allows	  for	  very	  specific	  manipulations	  to	  be	  made	  to	  heterogeneous	  tissue.	  	  Modifications	  to	  the	  original	  ChR2	  protein	  that	  increase	  the	  efficiency	  or	  alter	  the	  light	  needed	  to	  activate	  the	  channel	  are	  numerous,	  and	  can	  be	  tailored	  to	  fit	  the	  specific	  requirements	  of	  the	  experiment	  (Butler	  2012).	  	  	  	   Another	  light-­‐gated	  protein	  that	  is	  important	  for	  manipulation	  of	  neural	  circuits	  is	  halorhodpsin	  (NpHR),	  which	  can	  be	  used	  to	  silence	  neurons	  instead	  of	  activate,	  as	  is	  the	  case	  with	  ChR2	  (Butler	  2012).	  	  Isolated	  in	  the	  archaebacterium	  Natronomonas	  pharaonis,	  NpHR	  is	  an	  inward-­‐directed	  chloride	  pump	  activated	  by	  orange	  light,	  bringing	  in	  negative	  chloride	  ions	  into	  the	  neuron,	  hyperpolarizing	  the	  cell	  and	  preventing	  the	  neuron	  from	  firing	  action	  potentials	  (Tønnesen	  et	  al.	  2009).	  	  	  
DREADDs:	  Designer	  Receptors	  Exclusively	  Activated	  by	  Designer	  Drugs	  	   	  	   Instead	  of	  light	  as	  the	  activation	  or	  trigger,	  DREADDs	  utilize	  an	  inert	  chemical	  that	  has	  no	  effect	  on	  the	  body	  under	  normal	  conditions,	  but	  is	  designed	  to	  activate	  a	  custom	  receptor	  (Urban	  &	  Roth	  2015).	  	  Therefore,	  when	  the	  chemical	  is	  introduced	  into	  the	  animal,	  and	  binds	  to	  the	  modified	  receptor,	  activation	  and	  downstream	  signaling	  occurs,	  leading	  to	  changes	  in	  the	  neural	  activity.	  	  One	  common	  DREADD	  system	  uses	  a	  GPCR	  receptor	  and	  the	  chemical	  clozapine-­‐N-­‐oxide	  (CNO)	  (Alexander	  et	  al.	  2009).	  	  Because	  the	  drug	  can	  be	  injected	  into	  the	  animal,	  responses	  can	  be	  dose-­‐dependent,	  allowing	  for	  possibly	  more	  physiological	  and	  subtler	  neuronal	  manipulations	  to	  be	  made,	  compared	  to	  light	  activation,	  in	  which	  there	  is	  not	  an	  ability	  to	  determine	  the	  strength	  of	  the	  activation.	  	  Potential	  downsides	  of	  DREADDs	  are	  that	  the	  time	  course	  of	  neuronal	  activation	  is	  fairly	  course-­‐activation	  begins	  approximately	  15	  minutes	  after	  injection,	  with	  peak	  activation	  around	  30-­‐40	  minutes	  after	  CNO	  administration.	  	  In	  the	  current	  state,	  DREADDs	  are	  one-­‐way,	  in	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the	  fact	  that	  there	  is	  currently	  no	  efficient	  way	  to	  deactivate	  them	  once	  the	  CNO	  has	  been	  injected	  into	  the	  animal.	  	  
Temperature	  sensitive	  mutations	  	   A	  common	  effector	  gene	  used	  in	  Drosophila	  is	  shibirets,	  and	  has	  been	  used	  to	  identify	  the	  neural	  circuits	  in	  many	  behaviors,	  including	  memories	  and	  rewards	  (Séjourné	  et	  al.	  2011;	  Liu	  et	  al.	  2012).	  	  The	  shits	  mutation	  is	  a	  missense	  mutation	  in	  the	  gene	  Dynamin	  (Koenig	  et	  al.	  1983).	  	  Dynamin	  is	  a	  critical	  component	  of	  endocytosis,	  which	  is	  used	  to	  pinch	  vesicles	  from	  the	  plasma	  membrane,	  acting	  as	  a	  “scissor”.	  	  Incubation	  of	  flies	  at	  the	  restrictive	  temperature	  inactivates	  Dynamin,	  limiting	  the	  number	  of	  vesicles	  that	  can	  recycled,	  which	  in	  turn	  then	  blocks	  synaptic	  transmission.	  	  This	  feature	  of	  the	  Dynamin	  mutation	  is	  useful	  to	  block	  neural	  transmission	  in	  a	  certain	  group	  of	  cells,	  and	  then	  analyze	  for	  a	  defect	  or	  modification	  of	  a	  behavior	  or	  developmental	  process.	  	  I	  have	  used	  a	  shits	  mutant	  to	  “map”	  the	  importance	  of	  neurons	  on	  the	  seizure	  phenotype	  in	  the	  fly,	  and	  will	  be	  discussed	  in	  a	  later	  chapter.	  	  
Expression	  of	  ion	  channels	  	   Similar	  to	  optogenetics,	  in	  which	  a	  light-­‐sensitive	  channel	  or	  pump	  is	  inserted	  into	  the	  neuron	  in	  order	  to	  control	  the	  depolarization	  of	  the	  neuron,	  researchers	  have	  also	  used	  expression	  of	  various	  types	  of	  ion	  channels	  in	  order	  to	  regulate	  the	  activity	  of	  neurons	  (Hodge	  2009).	  	  The	  channel	  Kir2.1,	  an	  inward	  rectifier	  K+	  channel,	  leads	  to	  neuronal	  inactivation	  when	  expressed	  using	  the	  GAL4/UAS	  system.	  	  Expression	  of	  Kir2.1	  overall	  helps	  to	  stabilize	  the	  resting	  membrane	  potential	  of	  the	  neuron	  (Baines	  et	  al.	  2001).	  	  To	  circumvent	  the	  potential	  problems	  of	  constitutive	  expression,	  the	  GAL4/UAS	  system	  is	  often	  combined	  with	  a	  GAL80ts	  protein	  to	  temporally	  regulate	  the	  function	  of	  GAL4	  in	  the	  fly	  (Gordon	  &	  Scott	  2009).	  	  	   	  	  In	  contrast	  to	  Kir2.1,	  which	  makes	  it	  more	  difficult	  for	  a	  neuron	  to	  fire	  an	  action	  potential,	  the	  TrpA1	  channel	  can	  be	  used	  to	  activate	  neurons	  (Pulver	  et	  al.	  2009;	  Hodge	  2009).	  	  TrpA1	  channels	  are	  heat	  activated	  ion	  channels	  that	  conduct	  cations	  and	  when	  activated,	  will	  depolarize	  the	  cell.	  	  They	  have	  little	  effect	  at	  room	  temperature,	  allowing	  for	  moderate	  levels	  of	  temporal	  specificity.	  	  For	  example,	  TrpA1	  was	  expressed	  in	  a	  single	  class	  of	  neurons	  in	  Drosophila	  larva,	  which	  in	  turn	  triggered	  a	  “rolling”	  behavioral	  phenotype	  when	  the	  larva	  were	  presented	  with	  heat	  (Ohyama	  et	  al.	  2015).	  	  
What	  neurons	  or	  neural	  circuits	  can	  trigger	  seizures	  in	  humans?	  
	   Much	  of	  what	  we	  know	  about	  the	  neural	  circuits	  involved	  in	  epilepsy	  disorders	  comes	  from	  studies	  in	  rodents.	  	  In	  general,	  the	  temporal	  lobe	  is	  structurally	  and	  anatomically	  a	  “hot-­‐spot”	  for	  seizure-­‐like	  activity,	  but	  all	  potential	  brain	  regions	  are	  possible	  substrates	  for	  seizure.	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One	  common	  neural	  circuit	  is	  affected	  in	  temporal	  lobe	  epilepsy,	  a	  focal	  (partial)	  epilepsy	  syndrome,	  which	  accounts	  for	  approximately	  60%	  of	  patients	  with	  epilepsy	  (Engel	  1996).	  	  In	  these	  patients,	  the	  hippocampus	  is	  the	  important	  site	  for	  the	  induction	  of	  seizures,	  hence	  the	  name	  of	  the	  syndrome.	  The	  hippocampus	  is	  especially	  conducive	  to	  the	  origin	  of	  seizures	  and	  hyper-­‐synchronous	  activity	  due	  to	  the	  fact	  that	  it	  forms	  a	  positive	  feedback	  loop	  in	  which	  the	  outputs	  travel	  back	  to	  the	  beginning	  of	  the	  hippocampal	  circuit,	  creating	  a	  circular	  circuit.	  	  The	  positive	  feedback	  creates	  the	  opportunity	  for	  high-­‐frequency	  and	  coordinated	  activity	  since	  there	  may	  not	  be	  sufficient	  inhibitory	  action.	  Highlighting	  the	  importance	  of	  the	  circuitry	  in	  the	  hippocampus	  to	  promote	  seizures,	  one	  study	  used	  ChR2	  and	  light	  to	  stimulate	  a	  small	  portion	  of	  neurons	  in	  the	  hippocampus	  of	  rats,	  and	  were	  able	  to	  induce	  seizure-­‐like	  discharges	  (Osawa	  et	  al.	  2013).	  	  Staining	  with	  c-­‐fos,	  a	  marker	  of	  neuronal	  activity	  suggested	  that	  the	  entire	  structure	  participated	  in	  the	  optogenetically	  induced	  seizure.	  	  Additionally,	  there	  was	  bi-­‐directional	  electrical	  activity	  along	  the	  entire	  septo-­‐temporal	  axis	  of	  the	  structure,	  indicating	  spread	  of	  the	  seizure	  throughout	  the	  structure	  (Osawa	  et	  al.	  2013).	  	   Additional	  evidence	  of	  the	  importance	  of	  the	  hippocampal	  circuit	  in	  the	  origin	  of	  seizures	  comes	  from	  a	  study	  expressing	  DREADDs	  in	  the	  hippocampus	  of	  mice	  (Alexander	  et	  al.	  2009).	  	  Injecting	  low	  doses	  of	  the	  designer	  drug	  could	  trigger	  increased	  locomotion	  in	  the	  animals.	  	  Additional	  doses	  of	  the	  drug	  caused	  limbic	  seizures,	  status	  epilepticus	  and	  eventually	  death.	  	  Over	  the	  entire	  time-­‐course	  of	  the	  drug	  treatment,	  it	  was	  noted	  that	  there	  was	  orderly	  progression	  of	  seizure	  intensity	  following	  the	  metabolism	  of	  the	  drug	  (Alexander	  et	  al.	  2009).	  These	  results	  highlight	  the	  importance	  of	  the	  hippocampal	  circuit	  in	  humans	  as	  a	  common	  site	  for	  seizure	  susceptibility.	  	  
What	  neurons	  or	  neural	  circuits	  can	  suppress	  seizures	  in	  humans?	  	   Much	  of	  the	  focus	  in	  the	  past	  few	  decades	  has	  been	  identification	  of	  genomic	  loci	  that	  increase	  susceptibility	  to	  seizures,	  not	  necessarily	  the	  neural	  circuit	  or	  neurons	  involved	  in	  the	  seizure.	  	  While	  there	  may	  one	  group	  of	  neurons	  or	  circuits	  responsible	  for	  seizure	  generation,	  it	  is	  not	  necessarily	  true	  that	  the	  exact	  same	  circuits	  will	  be	  required	  to	  suppress	  seizures.	  	  In	  fact,	  one	  theory	  is	  that	  due	  to	  how	  the	  seizures	  spread	  throughout	  the	  nervous	  system	  seizures	  can	  be	  narrowed	  down	  or	  blocked	  in	  “choke	  points”	  (Paz	  &	  Huguenard	  2015).	  	  	   Some	  research	  groups	  have	  successfully	  used	  optogenetics	  to	  reduce	  the	  severity	  of	  the	  seizure	  (Butler	  2012;	  Bernstein	  &	  Boyden	  2011).	  	  The	  group	  expressed	  NpHR	  with	  a	  promoter	  specific	  for	  glutaminergic	  neurons.	  	  Using	  a	  chemical	  induced	  seizure	  model,	  in	  which	  seizures	  develop	  over	  the	  course	  of	  10	  minutes	  after	  injection,	  two	  light	  protocols	  were	  used:	  continuous	  illumination	  and	  intermittent	  illumination	  (Sukhotinsky	  et	  al.	  2013).	  	  In	  general,	  the	  onset	  to	  seizure	  was	  increased	  with	  both	  light	  protocols,	  with	  approximately	  six	  minutes	  delay	  until	  seizure	  onset	  (Sukhotinsky	  et	  al.	  2013).	  	  Unfortunately,	  while	  the	  specificity	  of	  the	  CaMKII	  promoter	  is	  fairly,	  poor,	  targeting	  a	  large	  portion	  of	  glutaminergic	  hippocampal	  neurons,	  their	  light	  was	  targeted	  to	  a	  more	  localized	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area,	  with	  only	  a	  portion	  of	  the	  cells	  (approximately	  2	  mm)	  from	  the	  light	  source	  close	  enough	  to	  receive	  sufficient	  light	  to	  activate.	  	  This	  indicates	  that	  is	  possible	  to	  block	  a	  portion	  of	  the	  neural	  hippocampal	  circuit	  in	  order	  to	  suppress	  seizures	  in	  the	  entire	  structure.	  
	  
Comparative	  Neural	  Circuits:	  What	  can	  we	  learn	  from	  Drosophila?	  	   Progress	  has	  been	  made	  in	  mice	  to	  determine	  the	  circuits	  involved	  in	  epilepsy,	  and	  also	  in	  Drosophila,	  allowing	  comparisons	  between	  the	  basic	  function	  and	  design	  of	  the	  nervous	  systems,	  and	  how	  that	  contributes	  to	  seizure.	  	  The	  comparative	  approach	  to	  the	  basic	  elements	  of	  the	  seizure	  circuits	  allow	  us	  to	  identify	  mechanisms	  of	  the	  seizure	  phenotype	  that	  may	  not	  be	  readily	  obvious	  in	  more	  complicated	  organisms.	  	  	  In	  flies,	  seizure-­‐sensitivity	  has	  been	  induced	  by	  various	  methods,	  one	  of	  them	  being	  cell-­‐type	  specific	  knockdown	  of	  genes	  in	  specific	  cells	  in	  the	  nervous	  system.	  	  A	  RNAi	  approach	  to	  knockdown	  the	  gene	  kazachoc,	  or	  kcc,	  a	  gene	  involved	  in	  K+/Cl-­‐	  cotransport	  across	  plasma	  membranes	  produced	  seizures	  (Rusan,	  Kingsford	  &	  Tanouye	  2014a;	  Hekmat-­‐Scafe	  2006).	  	  Interestingly,	  knockdown	  of	  the	  gene	  in	  glia,	  as	  well	  as	  neurons,	  was	  sufficient	  to	  induce	  seizures	  (Rusan,	  Kingsford	  &	  Tanouye	  2014a).	  	  While	  neurons	  are	  the	  most	  focused	  cell	  type	  in	  seizure	  disorders,	  due	  to	  their	  obvious	  role	  in	  spread	  and	  control	  of	  neural	  excitability,	  glia	  are	  also	  extremely	  important	  for	  brain	  homeostasis.	  	  One	  possible	  explanation	  or	  mechanism	  for	  how	  glia	  may	  be	  involved	  in	  seizures	  is	  that	  disrupting	  the	  buffer	  of	  extracellular	  K+	  leads	  to	  changes	  in	  overall	  excitability	  of	  neurons	  (D'Ambrosio	  2004).	  	  	   Suppression	  of	  seizures	  by	  using	  a	  gain-­‐of-­‐function	  screen	  to	  express	  different	  gene	  products	  in	  the	  nervous	  system	  has	  also	  been	  attempted.	  	  Expression	  of	  the	  gene	  escargot,	  a	  transcription	  factor,	  was	  sufficient	  to	  suppress	  the	  eas	  seizure	  sensitivity	  when	  expressed	  in	  either	  neurons	  or	  in	  muscles,	  indicating	  a	  non-­‐cell	  autonomous	  mechanism	  for	  the	  seizure	  suppression.	  	  Over	  100	  genes	  were	  affected	  by	  the	  transcription	  of	  the	  gene	  (Hekmat-­‐Scafe	  et	  al.	  2005).	  	  Additionally,	  there	  was	  a	  critical	  period	  during	  development	  in	  which	  the	  mutant	  escargot	  needed	  to	  be	  expressed,	  expression	  in	  adult	  flies	  was	  not	  sufficient	  to	  suppress	  seizures	  (Hekmat-­‐Scafe	  et	  al.	  2005).	  	  Therefore,	  regions	  of	  neurons	  in	  proximate	  area	  to	  escargot	  mutant	  expressing	  areas	  tended	  to	  show	  increased	  seizure	  susceptibility.	  	  	  	   Overall,	  the	  neurons	  and	  seizure	  circuits	  affected	  by	  the	  seizure	  mutations	  seem	  to	  vary	  widely	  depending	  upon	  the	  original	  seizure	  mutation.	  	  Additionally,	  many	  of	  these	  types	  of	  seizure	  suppression	  could	  be	  indirect,	  introducing	  additional	  dominant	  changes	  or	  neuroanatomical	  differences	  that	  obscure	  the	  identity	  of	  the	  original	  circuits	  involved	  in	  the	  seizure.	  
	   	  
	  27	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Chapter	  4:	  Rescue	  of	  easily	  shocked	  mutant	  seizure-­‐sensitivity	  in	  Drosophila	  adults	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Abstract	  	   Genetic	  factors	  that	  influence	  seizure	  susceptibility	  can	  act	  transiently	  during	  the	  development	  of	  neural	  circuits	  or	  might	  be	  necessary	  for	  the	  proper	  functioning	  of	  existing	  circuits.	  We	  provide	  evidence	  that	  the	  Drosophila	  seizure-­‐sensitive	  mutant	  easily	  
shocked	  (eas)	  represents	  a	  neurological	  disorder	  in	  which	  abnormal	  functioning	  of	  existing	  neural	  circuits	  leads	  to	  seizure	  sensitivity.	  The	  eas+	  gene	  encodes	  for	  the	  protein	  Ethanolamine	  Kinase,	  involved	  in	  phospholipid	  biosynthesis.	  We	  show	  that	  induction	  of	  eas+	  in	  adult	  mutant	  flies	  rescues	  them	  from	  seizure	  sensitivity	  despite	  previously	  known	  developmental	  defects	  in	  brain	  morphology.	  Additionally,	  through	  cell-­‐type-­‐specific	  rescue,	  our	  results	  suggest	  a	  specific	  role	  for	  eas+	  in	  excitatory	  rather	  than	  inhibitory	  neural	  transmission.	  Overall,	  our	  findings	  emphasize	  an	  important	  role	  for	  proper	  phospholipid	  metabolism	  in	  normal	  brain	  function	  and	  suggest	  that	  certain	  classes	  of	  epilepsy	  syndromes	  could	  have	  the	  potential	  to	  be	  treated	  with	  gene	  therapy	  techniques.	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Introduction	  	   Genetic	  mutations	  causing	  defects	  in	  the	  nervous	  system	  can	  give	  rise	  to	  neural	  hyperexcitability	  and	  epilepsy	  by	  altering	  the	  balance	  of	  excitatory	  and	  inhibitory	  circuits.	  Various	  classes	  of	  mutations	  can	  cause	  hyperexcitability:	  those	  that	  transiently	  disrupt	  the	  development	  of	  neural	  circuits	  or	  those	  that	  interfere	  with	  normal	  function	  of	  the	  established	  nervous	  system.	  Distinguishing	  between	  strictly	  developmental	  or	  chronic	  physiological	  deficiencies	  that	  lead	  to	  high	  seizure	  susceptibilities	  will	  be	  necessary	  for	  understanding	  what	  cellular	  processes	  contribute	  to	  the	  increased	  excitability	  of	  the	  nervous	  system	  and	  may	  guide	  treatments	  to	  reduce	  seizures.	  	   Defects	  in	  neural	  development	  can	  alter	  the	  contributions	  of	  excitatory	  and	  inhibitory	  circuits.	  For	  example,	  in	  transgenic	  mice,	  mutations	  in	  the	  human	  epilepsy	  gene	  leucine-­‐rich	  glioma-­‐inactivated	  protein-­‐1,	  or	  LGI1,	  caused	  impaired	  postnatal	  pruning	  and	  development	  of	  glutaminergic	  circuits	  within	  the	  CNS.	  This	  led	  to	  increased	  excitatory	  synaptic	  transmission	  while	  leaving	  inhibition	  unaffected,	  indicating	  that	  treatment	  has	  to	  occur	  during	  a	  specific	  time	  window	  of	  development	  to	  rescue	  the	  original	  molecular	  deficit	  (Zhou	  et	  al.	  2009).	  In	  contrast,	  certain	  mutations	  could	  acutely	  alter	  the	  activity	  of	  existing	  neural	  circuits	  and	  act	  independently	  of	  developmental	  processes.	  Mutations	  of	  the	  human	  voltage-­‐gated	  sodium	  channel	  Nav1.1	  (SCN1a)	  that	  affect	  Na+	  current	  have	  been	  associated	  with	  Dravet’s	  syndrome	  (SMEI;	  severe	  myoclonic	  epilepsy	  of	  infants)	  and	  GEFS+	  (generalized	  epilepsy	  febrile	  seizures	  plus)(Claes	  et	  al.	  2001;	  Yu	  et	  al.	  2006).	  A	  knock-­‐in	  genetic	  model	  for	  GEFS+	  in	  Drosophila	  leads	  to	  decreased	  activity	  of	  GABAergic	  neurons,	  suggesting	  imbalances	  in	  inhibitory	  activity	  in	  the	  nervous	  system	  (Sun	  et	  al.	  2012).	  	  
Drosophila	  is	  an	  excellent	  model	  system	  for	  studying	  the	  molecular	  mechanisms	  underlying	  seizure	  disorders,	  because	  genetic	  techniques	  allow	  the	  precise	  control	  of	  gene	  expression	  temporally	  and	  spatially	  (Brand	  &	  Perrimon	  1993).	  Additionally,	  a	  large	  collection	  of	  fly	  mutants	  display	  a	  wide	  range	  of	  seizure	  susceptibilities,	  for	  review	  see	  (Parker,	  Howlett,	  et	  al.	  2011a).	  The	  easily	  shocked	  (eas)	  mutation	  represents	  a	  recessive	  loss-­‐of-­‐function	  mutation	  in	  the	  gene	  encoding	  an	  ethanolamine	  kinase,	  the	  first	  enzyme	  in	  the	  CDP-­‐ethanolamine	  branch	  of	  the	  Kennedy	  pathway	  leading	  to	  the	  synthesis	  of	  the	  phospholipid	  phosphotidylethanolamine	  (PtdEtn;	  (Pavlidis	  et	  al.	  1994)).	  	   To	  investigate	  the	  temporal	  requirements	  of	  eas+	  expression	  for	  rescue	  from	  seizure	  susceptibility,	  we	  expressed	  the	  eas+	  gene	  in	  adult	  flies	  and	  tracked	  their	  seizure	  behavior	  over	  time.	  Expression	  of	  the	  gene	  post-­‐developmentally	  was	  sufficient	  for	  rescue	  from	  the	  seizure-­‐sensitive	  phenotype.	  Additionally,	  we	  found	  evidence	  that	  excitatory	  rather	  than	  inhibitory	  transmission	  is	  affected	  by	  the	  eas	  mutation.	  Therefore,	  the	  seizure	  disorder	  in	  the	  eas	  mutant	  appears	  to	  result	  from	  acute	  physiological	  defects	  that	  influence	  seizure	  susceptibility	  through	  excitatory	  circuits	  within	  the	  nervous	  system.	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Materials	  and	  Methods	  	  
Fly	  stocks	  	  
	   Flies	  and	  crosses	  were	  maintained	  on	  standard	  cornmeal	  molasses	  medium	  at	  25°C	  in	  a	  dark	  incubator.	  The	  null	  eas	  allele	  used	  in	  this	  study	  is	  eas2,	  also	  known	  as	  easPC80	  (Pavlidis	  et	  al.	  1994).	  The	  sda	  and	  parabss1	  seizure-­‐sensitive	  mutants	  have	  been	  described	  by	  (Song	  et	  al.	  2008;	  Song	  &	  Tanouye	  2008).	  The	  P[w+	  hs-­‐c12]	  transgene	  (hereafter	  referred	  to	  as	  hs-­‐eas+)	  was	  originally	  described	  by	  (Pavlidis	  et	  al.	  1994).	  The	  UAS-­‐eas+	  transgene	  was	  obtained	  from	  Thomas	  Préat	  (Pascual	  et	  al.	  2005).	  GAL4	  stocks	  were	  obtained	  from	  Bloomington	  Stock	  Center.	  
	  
	  
Bang-­‐Sensitivity	  Assay	  
	   Bang-­‐sensitivity	  tests	  were	  performed	  as	  described	  by	  Song	  et	  al.	  (2008).	  Up	  to	  25	  flies	  were	  collected	  under	  CO2,	  placed	  in	  a	  fresh	  food	  vial,	  and	  allowed	  to	  recover	  overnight.	  For	  testing,	  the	  vial	  was	  stimulated	  with	  a	  VWR	  Vortex	  Mixer	  (VWR	  International,	  West	  Chester,	  PA)	  at	  maximum	  speed	  for	  10	  seconds.	  The	  bang-­‐sensitive	  (BS)	  phenotype	  is	  scored	  by	  the	  number	  of	  flies	  that	  experience	  temporary	  paralysis	  (~20–40	  seconds)	  over	  the	  total	  number	  of	  flies	  tested.	  Pools	  of	  flies	  were	  combined.	  	  	  
Heat	  Shock	  Regime	  
	   Virgin	  eas	  flies	  were	  crossed	  to	  hs-­‐eas+	  males,	  generating	  male	  eas;	  hs-­‐eas+/+	  flies.	  Progeny	  0–2	  days	  after	  eclosion	  were	  subjected	  to	  a	  multiday	  heat	  shock	  regimen.	  Each	  day	  for	  up	  to	  5	  continuous	  days,	  groups	  of	  flies	  were	  tested	  for	  bang	  sensitivity	  (by	  10-­‐second	  vortex),	  followed	  by	  a	  2-­‐hour	  heat	  shock	  in	  a	  37°C	  water	  bath.	  Only	  one	  heat	  shock	  was	  given	  per	  day.	  After	  each	  heat	  shock,	  flies	  were	  allowed	  to	  recover	  overnight	  at	  25°C.	  Food	  vials	  were	  changed	  approximately	  every	  2	  days.	  Flies	  were	  tested	  either	  for	  bang	  sensitivity	  (by	  10-­‐second	  vortex)	  or	  seizure	  susceptibility	  via	  electrophysiology	  approximately	  22	  hours	  after	  the	  last	  heat	  shock	  treatment.	  	  	  
GAL4/UAS	  Crosses	  
	   Virgin	  eas	  flies	  with	  the	  GAL4	  transgene	  were	  crossed	  to	  UAS-­‐eas+	  male	  flies,	  and	  male	  eas	  mutant	  progeny	  were	  collected.	  All	  behavioral	  and	  electrophysiological	  experiments	  on	  transgenic	  GAL4/UAS	  flies	  were	  performed	  with	  1–2-­‐day-­‐old	  males.	  	  	  
Electrophysiological	  Seizure	  Susceptibility	  Assays	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Methods	  for	  electrophysiological	  testing	  of	  seizure	  susceptibility	  via	  the	  dorsal	  longitudinal	  muscle	  (DLM)	  has	  been	  described	  by	  (Kuebler	  &	  Tanouye	  2000),	  Song	  and	  Tanouye	  (2006)	  and	  Lee	  and	  Wu	  (2006).	  A	  vacuum	  line	  was	  used	  to	  manipulate	  the	  fly	  without	  the	  aid	  of	  CO2	  or	  any	  anesthetic.	  Flies	  were	  mounted	  in	  a	  channel	  made	  of	  wax	  on	  a	  glass	  microscope	  slide,	  leaving	  the	  dorsal	  head,	  thorax,	  and	  abdomen	  exposed.	  Next,	  electrodes	  (made	  of	  uninsulated	  tungsten)	  were	  inserted	  into	  the	  fly.	  Stimulating	  electrodes	  were	  placed	  into	  the	  brain,	  recording	  electrode	  placed	  into	  the	  DLM,	  and	  ground	  electrode	  into	  the	  abdomen.	  Seizure-­‐like	  activity	  was	  evoked	  by	  high-­‐frequency	  (HF)	  brain	  stimulation	  (0.5-­‐msec	  pulses	  at	  200	  Hz	  for	  300	  msec),	  and	  seizures	  were	  monitored	  via	  the	  activity	  of	  the	  DLM	  muscle.	  To	  determine	  seizure	  thresholds,	  HF	  stimuli	  were	  first	  given	  to	  flies	  at	  an	  intensity	  predicted	  by	  their	  behavior.	  If	  the	  stimulus	  failed	  to	  elicit	  a	  seizure,	  the	  intensity	  was	  increased	  until	  a	  seizure	  was	  induced.	  The	  threshold	  was	  determined	  for	  an	  individual	  fly	  as	  the	  lowest	  intensity	  at	  which	  seizures	  occurred.	  Between	  HF	  stimulation,	  the	  fly	  was	  allowed	  to	  recover	  for	  at	  least	  10	  minutes.	  Throughout	  the	  course	  of	  the	  experiments,	  the	  giant	  fiber	  (GF)	  circuit	  was	  monitored	  using	  single	  pulses	  (0.2-­‐msec	  duration,	  0.5	  Hz)	  to	  ensure	  normal	  response	  of	  the	  GF	  circuit.	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Results	  
Rescue	  of	  the	  eas	  seizure-­‐sensitive	  phenotype	  in	  adults	  	  Upon	  vigorous	  mechanical	  stimulation,	  100%	  of	  eas	  mutants	  display	  an	  abnormal	  bang-­‐sensitive	  (BS)	  behavioral	  phenotype	  that	  is	  an	  indication	  of	  severe	  seizure	  sensitivity,	  whereas	  wild-­‐type	  flies	  never	  exhibit	  this	  behavior.	  To	  determine	  when	  expression	  of	  the	  eas+	  gene	  is	  sufficient	  to	  rescue	  this	  bang	  sensitivity,	  we	  utilized	  a	  transgene	  containing	  the	  eas+	  gene	  controlled	  by	  a	  heat	  shock	  promoter	  (hs-­‐eas+).	  Adult	  mutants	  with	  the	  transgene	  (genotype	  eas;	  hs-­‐eas+/+)	  were	  tested	  daily	  for	  bang	  sensitivity	  and	  subjected	  to	  daily	  37°C	  heat	  shocks	  to	  induce	  expression	  of	  eas+	  (Figure	  1A).	  We	  found	  that	  bang	  sensitivity	  markedly	  decreased	  over	  time	  when	  flies	  received	  a	  daily	  heat	  shock.	  After	  two	  heat	  shock	  treatments	  (and	  tested	  ~22	  hours	  after	  the	  last	  heat	  shock),	  mutant	  flies	  with	  the	  transgene	  show	  a	  significant	  difference	  in	  bang	  sensitivity	  compared	  with	  control	  flies	  (Fig.	  1B).	  Rescue	  from	  bang	  sensitivity	  was	  almost	  fully	  complete	  by	  the	  fourth	  and	  fifth	  heat	  shock.	  In	  contrast,	  mutant	  flies	  heterozygous	  for	  hs-­‐eas+	  and	  not	  receiving	  any	  heat	  shocks	  were	  100%	  BS,	  indicating	  that	  the	  hs-­‐eas+	  transgene	  was	  not	  activated	  to	  sufficient	  levels	  for	  any	  behavioral	  rescue	  at	  rearing	  temperature.	  To	  ensure	  that	  the	  heat	  shocks	  themselves	  have	  no	  effect	  on	  seizure	  thresholds,	  such	  as	  through	  the	  activation	  of	  a	  heat	  shock	  response,	  we	  also	  tested	  eas	  mutants	  under	  the	  same	  heat	  shock	  regimen	  but	  lacking	  hs-­‐eas+.	  We	  found	  no	  significant	  difference	  in	  bang	  sensitivity	  compared	  with	  non	  heat-­‐shocked	  eas;	  hs-­‐eas+/+	  control	  flies,	  confirming	  that	  significant	  seizure	  rescue	  was	  achieved	  only	  with	  induction	  of	  the	  hs-­‐eas+	  transgene	  (Figure	  1B).	  To	  investigate	  the	  possibility	  that	  ethanolamine	  kinase	  could	  act	  as	  a	  general	  seizure	  suppressor,	  we	  tested	  an	  additional	  BS	  mutant,	  parabss1,	  to	  determine	  whether	  seizures	  could	  be	  rescued	  in	  a	  different	  BS	  genetic	  background.	  The	  parabss1	  mutant	  represents	  a	  dominant	  missense	  mutation	  in	  the	  voltage-­‐gated	  Na+	  (NaV)	  channel	  gene	  that	  alters	  channel	  inactivation	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b).	  	  Mutant	  parabss1	  flies	  with	  one	  copy	  of	  the	  hs-­‐eas+	  transgene	  and	  given	  the	  same	  heat	  shock	  regimen	  described	  above	  showed	  no	  changes	  in	  bang	  sensitivity,	  suggesting	  that	  ectopic	  or	  overexpression	  of	  ethanolamine	  kinase	  does	  not	  act	  as	  a	  general	  seizure	  suppressor	  in	  a	  different	  seizure-­‐sensitive	  genetic	  background	  (Figure	  1C).	  Next,	  to	  investigate	  the	  stability	  of	  rescue	  in	  the	  mutant,	  we	  asked	  whether	  bang	  resistance	  could	  be	  maintained	  over	  time	  without	  further	  heat	  shocks	  (Figure	  1D).	  We	  heat	  shocked	  eas;	  hs-­‐eas+/+	  flies	  once	  per	  day	  for	  3	  consecutive	  days	  (three	  total	  heat	  shocks)	  and	  then	  tested	  them	  for	  bang	  sensitivity	  1	  week	  later.	  Flies	  tested	  after	  receiving	  a	  daily	  heat	  shock	  over	  the	  course	  of	  three	  days	  showed	  partial	  rescue	  of	  bang	  sensitivity.	  After	  1	  week	  with	  no	  heat	  shocks	  and	  left	  undisturbed	  25°C,	  approximately	  half	  of	  the	  population	  still	  showed	  rescue	  from	  seizure	  sensitivity	  compared	  with	  controls	  that	  were	  BS.	  Therefore,	  an	  initial	  burst	  of	  eas+	  gene	  expression	  seems	  to	  have	  a	  long-­‐lasting	  effect	  on	  the	  physiology	  of	  the	  fly.	  	  	  
	  33	  
Spatial	  requirements	  of	  Ethanolamine	  Kinase	  	   Epilepsy	  is	  thought	  to	  arise	  from	  imbalances	  in	  excitation	  and	  inhibition,	  so	  we	  separately	  tested	  the	  effects	  of	  eas+	  expression	  in	  cholinergic	  neurons	  and	  GABAergic	  neurons	  using	  the	  GAL4/UAS	  system.	  One	  interpretation	  with	  our	  use	  of	  the	  GAL4	  system	  is	  that	  the	  neurons	  targeted	  by	  these	  drivers	  may	  represent	  either	  distinct	  excitatory	  or	  distinct	  inhibitory	  neural	  circuits.	  First,	  we	  established	  that	  expression	  of	  the	  transgene	  in	  the	  entire	  nervous	  system	  was	  sufficient	  to	  rescue	  from	  seizures.	  Expression	  of	  eas+	  in	  mutants	  using	  the	  pan-­‐neuronal	  GAL4	  driver	  elavc155	  completely	  eliminated	  bang	  sensitivity,	  whereas	  controls	  were	  nearly	  100%	  BS,	  confirming	  a	  neural	  role	  for	  the	  gene	  (Figure	  2A).	  Next,	  to	  test	  the	  contribution	  of	  cholinergic	  neurons	  in	  the	  seizure	  phenotype,	  expression	  of	  eas+	  was	  achieved	  using	  the	  Cha-­‐GAL4	  driver.	  Adult	  flies	  showed	  20%	  bang	  sensitivity,	  substantially	  lower	  than	  controls,	  which	  showed	  100%	  bang	  sensitivity	  (Figure	  2A),	  indicating	  partial	  rescue	  of	  the	  phenotype.	  In	  contrast	  to	  this,	  flies	  expressing	  of	  eas+	  in	  GABAergic	  neurons	  using	  the	  Gad1-­‐GAL4	  driver	  were	  similar	  to	  control	  eas	  mutants,	  indicating	  no	  rescue	  of	  the	  phenotype	  (Figure	  2A).	  From	  these	  results	  it	  appears	  that	  the	  effect	  of	  eas+	  on	  seizure	  susceptibility	  can	  be	  attributed	  primarily	  to	  excitatory	  rather	  than	  inhibitory	  circuits.	  	   Pan-­‐neuronal	  expression	  of	  eas+	  using	  the	  GAL4	  system	  in	  other	  seizure-­‐sensitive	  mutants	  failed	  to	  achieve	  any	  rescue	  in	  the	  BS	  phenotype	  (Figure	  2B).	  Flies	  mutated	  for	  parabss1	  or	  slamdance	  (sda),	  a	  mutation	  in	  an	  amino-­‐peptidase	  that	  also	  causes	  bang	  sensitivity	  (H.	  Zhang	  et	  al.	  2002),	  showed	  no	  difference	  in	  sensitivity	  with	  or	  without	  the	  UAS-­‐eas+	  transgene,	  further	  suggesting	  that	  the	  rescue	  seen	  is	  specific	  only	  to	  eas	  mutants.	  	  
Electrophysiological	  assays	  in	  rescued	  flies	  
	   In	  addition	  to	  mechanical	  stimulation,	  seizure-­‐like	  activity	  in	  Drosophila	  can	  be	  elicited	  by	  high-­‐frequency	  electrical	  stimulation	  (HFS)	  to	  the	  brain.	  Electrophysiological	  assays	  of	  seizure	  sensitivity	  reinforce	  the	  conclusions	  observed	  from	  behavioral	  experiments.	  A	  powerful	  quantitative	  measurement	  of	  a	  fly’s	  seizure	  sensitivity	  is	  its	  seizure	  threshold,	  or	  the	  minimum	  voltage	  of	  an	  HFS	  required	  to	  elicit	  a	  seizure.	  Seizure	  thresholds	  vary	  widely	  between	  different	  genotypes:	  wild-­‐type	  flies	  show	  a	  threshold	  of	  approximately	  30	  V,	  whereas	  eas	  mutants	  have	  a	  much	  lower	  threshold	  of	  approximately	  3	  V	  (Kuebler	  et	  al.	  2001).	  We	  performed	  electrophysiological	  recordings	  of	  the	  DLM	  of	  the	  giant	  fiber	  circuit,	  which	  acts	  as	  a	  proxy	  for	  the	  state	  of	  the	  entire	  nervous	  system	  during	  seizure-­‐like	  activity.	  Just	  as	  in	  behavioral	  assays,	  electrically	  induced	  seizure-­‐like	  activity	  is	  stereotypical:	  beginning	  with	  an	  initial	  discharge,	  followed	  by	  a	  period	  of	  paralysis	  characterized	  by	  synaptic	  failure,	  and	  ending	  with	  a	  delayed	  discharge	  (recovery	  seizure;	  Figure	  3A).	  Seizure	  thresholds	  were	  determined	  for	  eas	  mutants	  heterozygous	  for	  hs-­‐eas+	  and	  that	  received	  the	  heat	  shock	  regimen	  depicted	  in	  Figure	  1A.	  Flies	  tested	  on	  days	  4	  and	  5	  of	  the	  regime	  showed	  seizure	  thresholds	  of	  approximately	  16	  V,	  although	  controls	  lacking	  either	  the	  transgene	  or	  the	  heat	  shock	  treatments	  showed	  much	  lower	  seizure	  thresholds	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of	  approximately	  4	  V	  (Figure	  3B),	  indicating	  that	  heat	  shocks	  and	  the	  hs-­‐eas+	  transgene	  must	  both	  be	  present	  for	  rescue.	  Furthermore,	  we	  observed	  a	  reduction	  in	  the	  duration	  of	  recovery	  seizures	  in	  rescued	  flies.	  Heat-­‐shocked	  flies	  with	  the	  transgene	  showed	  recovery	  seizures	  lasting	  for	  approximately	  6	  seconds	  compared	  with	  controls,	  whose	  recovery	  seizures	  were	  approximately	  24	  seconds	  in	  length	  (P	  <	  0.0001,	  Student’s	  t-­‐test).	  Finally,	  parabss1	  flies	  heterozygous	  for	  the	  hs-­‐eas+	  transgene	  (parabss1;	  hs-­‐eas+/+)	  and	  given	  daily	  heat	  shock	  treatments	  for	  5	  days	  showed	  low	  seizure	  thresholds	  when	  tested	  on	  day	  5,	  indicating	  no	  rescue	  of	  the	  seizure-­‐sensitive	  phenotype	  and	  agreeing	  with	  behavioral	  data	  (Figure	  3C).	  To	  test	  whether	  overexpression	  of	  eas+	  can	  increase	  seizure	  thresholds	  in	  wild-­‐type	  flies,	  we	  measured	  the	  seizure	  thresholds	  in	  wild-­‐type	  flies	  homozygous	  for	  hs-­‐
eas+	  receiving	  a	  daily	  heat	  shock	  for	  5	  days.	  There	  was	  no	  significant	  difference	  in	  seizure	  thresholds	  for	  flies	  receiving	  five	  heat	  shocks	  compared	  with	  age-­‐matched	  controls	  not	  receiving	  heat	  shocks	  (28	  and	  26	  V,	  respectively)	  indicating	  that	  ethanolamine	  kinase	  overexpression	  in	  a	  wild-­‐type	  background	  does	  not	  increase	  seizure	  thresholds	  (P	  =	  0.36,	  Student’s	  t-­‐test).	  We	  next	  examined	  seizure	  thresholds	  in	  GAL4/UAS	  rescued	  flies.	  Seizure	  thresholds	  were	  highest	  in	  flies	  expressing	  eas+	  pan-­‐neuronally,	  which	  showed	  thresholds	  of	  approximately	  23	  V,	  compared	  with	  controls,	  which	  showed	  lower	  thresholds	  (Figure	  4A,	  B).	  Flies	  expressing	  eas+	  in	  cholinergic	  neurons	  showed	  seizure	  thresholds	  of	  about	  10	  V,	  indicating	  partial	  rescue	  of	  the	  seizure	  threshold	  compared	  with	  pan-­‐neuronal	  expression	  (Figure	  4A,	  B).	  In	  agreement	  with	  the	  behavioral	  results	  is	  the	  finding	  that	  flies	  expressing	  eas+	  in	  GABAergic	  neurons	  showed	  seizure	  similar	  thresholds	  to	  those	  of	  controls,	  with	  all	  having	  seizures	  at	  low	  voltages	  (Fig.	  4A,	  B).	  Overall,	  these	  results	  verify	  our	  previous	  behavioral	  data,	  indicating	  that	  a	  portion	  of	  the	  phenotypic	  rescue	  can	  occur	  with	  eas+	  expression	  limited	  to	  Cha-­‐GAL4	  cholinergic	  neurons,	  suggesting	  that	  the	  eas	  seizure	  defect	  results	  from	  excess	  excitation	  rather	  than	  insufficient	  inhibition.	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Discussion	  Phospholipids	  are	  an	  underappreciated	  but	  fundamentally	  important	  class	  of	  biomolecules	  that	  form	  the	  structure	  of	  neuronal	  membranes	  and	  synapses	  and	  underlie	  signaling	  in	  many	  transduction	  pathways	  (Weber	  et	  al.	  2003).	  The	  eas+	  gene	  encodes	  ethanolamine	  kinase,	  required	  for	  synthesis	  of	  PtdEtn	  via	  the	  CDP-­‐ethanolamine	  branch	  of	  the	  Kennedy	  pathway	  (Gibellini	  &	  Smith	  2010).	  In	  contrast	  to	  the	  case	  in	  mammals,	  PtdEtn	  is	  the	  most	  abundant	  phospholipid	  in	  Drosophila,	  accounting	  for	  more	  than	  half	  of	  the	  total	  plasma	  membrane	  composition	  (Jones	  et	  al.	  1992).	  Analysis	  of	  ion	  mobility	  mass	  spectrophotometry	  reveals	  only	  ~40	  of	  1,200	  phospholipid	  signals	  showing	  significant	  changes	  in	  eas	  brains	  compared	  with	  wild	  type	  (Kliman	  et	  al.	  2010).	  In	  addition	  to	  causing	  a	  slight	  increase	  in	  certain	  phospholipid	  classes,	  such	  as	  PtdCho,	  the	  eas	  mutation	  changes	  the	  concentrations	  of	  phospholipid	  species	  within	  a	  given	  phosopholipid	  class.	  For	  example,	  five	  PtdEtn	  species	  that	  show	  an	  increase	  in	  the	  mutant	  brain	  tissue	  correspond	  to	  species	  produced	  primarily	  by	  synthesis	  pathways	  other	  than	  the	  Kennedy	  pathway,	  whereas	  three	  PtdEtn	  species	  that	  show	  a	  decrease	  in	  the	  mutant	  are	  synthesized	  primarily	  from	  the	  Kennedy	  pathway	  (Bleijerveld	  et	  al.	  2007;	  Kliman	  et	  al.	  2010).	  Ethanolamine	  kinase	  is	  known	  to	  play	  a	  prominent	  role	  in	  nervous	  system	  development;	  eas	  null	  mutants	  fail	  to	  develop	  mushroom	  body	  α/β	  lobes	  properly.	  The	  loss	  of	  these	  structures	  appears	  to	  be	  a	  result	  of	  a	  slower	  pace	  of	  neuroblast	  cell	  division	  that	  is	  rescued	  by	  eas+	  expression	  during	  late	  larval	  development	  (Pascual	  et	  al.	  2005).	  Because	  of	  this,	  an	  expectation	  was	  that	  defects	  in	  brain	  development	  might	  result	  in	  the	  kinds	  of	  structural	  changes	  that	  would	  underlie	  seizure	  sensitivity.	  Surprisingly,	  this	  was	  not	  the	  case.	  The	  results	  presented	  here	  show	  that	  any	  possible	  structural	  changes	  resulting	  from	  lack	  of	  eas+	  in	  development	  have	  a	  minimal	  effect.	  Therefore,	  in	  general,	  the	  observed	  structural	  changes	  made	  to	  the	  brain	  are	  not	  indicative	  of	  the	  type	  of	  mechanism	  leading	  to	  seizure	  sensitivity.	  We	  were	  able	  to	  rescue	  adult	  flies	  from	  seizure	  sensitivity	  without	  regard	  to	  the	  effects	  of	  expression	  level	  of	  eas+	  or	  problems	  with	  cell	  type	  specificity,	  suggesting	  that	  the	  exact	  dosage	  of	  ethanolamine	  kinase	  is	  fairly	  unimportant	  for	  overall	  physiology	  of	  the	  fly.	  Behavior	  appeared	  completely	  normal	  upon	  induction	  of	  the	  eas+	  gene,	  indicating	  few,	  if	  any,	  detrimental	  effects	  on	  induced	  global	  expression.	  We	  used	  the	  GAL4/UAS	  system	  to	  express	  a	  wild-­‐type	  version	  of	  the	  eas+	  gene.	  Although	  the	  GAL4	  lines	  used	  in	  this	  study	  might	  not	  perfectly	  target	  the	  cholinergic	  and	  GABAergic	  neural	  populations,	  they	  largely	  represent	  those	  neural	  populations	  and	  allow	  general	  comparisons	  to	  be	  made	  between	  them.	  Our	  results	  suggest	  that	  eas+	  is	  critical	  for	  stabilizing	  excitatory	  processes,	  without	  a	  concomitant	  effect	  on	  inhibition.	  In	  a	  model	  for	  seizure	  susceptibility	  initially	  proposed	  by	  Kuebler	  et	  al.	  (2001),	  seizure	  susceptible	  mutants	  require	  stimulation	  of	  fewer	  neurons	  in	  the	  “neuron	  pool”	  than	  wild-­‐type	  flies	  to	  initiate	  a	  seizure.	  This	  susceptibility	  could	  be	  due	  to	  an	  increased	  ratio	  of	  excitatory	  to	  inhibitory	  neurons	  in	  the	  neuronal	  pool	  or	  could	  be	  the	  result	  of	  specific	  changes	  to	  the	  strength	  of	  excitation	  and	  inhibition	  in	  a	  balanced	  neuronal	  pool.	  The	  results	  presented	  here	  show	  that	  seizures	  can	  be	  rescued	  post-­‐developmentally,	  so	  seizure	  susceptibility	  in	  the	  eas	  mutant	  is	  not	  due	  to	  a	  change	  in	  the	  ratio	  of	  excitatory	  to	  inhibitory	  neurons;	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otherwise,	  rescue	  would	  have	  been	  achieved	  during	  development.	  Instead,	  our	  results	  suggest	  that	  there	  are	  changes	  in	  the	  contribution	  of	  excitatory	  processes	  within	  the	  neuronal	  pool	  that	  result	  in	  seizure	  sensitivity.	  Defects	  in	  metabolism	  can	  manifest	  themselves	  in	  a	  cell-­‐type-­‐specific	  manner,	  causing	  epilepsy.	  For	  example,	  mutations	  in	  the	  mouse	  gene	  alkaline	  phosphatase,	  involved	  in	  vitamin	  B6	  metabolism,	  affects	  seizure	  sensitivity	  via	  GABAergic	  neurons.	  Mice	  mutant	  for	  this	  important	  metabolic	  gene	  show	  reduced	  levels	  of	  GABA,	  causing	  seizure	  phenotypes	  that	  lead	  to	  lethality	  (Waymire	  et	  al.	  1995).	  However,	  low	  levels	  of	  GABA	  and	  lethality	  could	  be	  rescued	  with	  supplementation	  of	  pyridoxil,	  a	  molecule	  within	  the	  affected	  pathway.	  In	  Drosophila,	  acetylcholine	  is	  the	  primary	  excitatory	  neurotransmitter	  in	  the	  CNS.	  Cholinergic	  neurons	  may	  be	  more	  susceptible	  to	  the	  effects	  of	  the	  eas	  mutation	  than	  other	  neuron	  types,	  because	  choline	  is	  used	  as	  a	  precursor	  for	  neurotransmitter	  synthesis	  as	  well	  as	  an	  initial	  substrate	  for	  the	  synthesis	  of	  PtdCho	  (Wurtman	  1992).	  Alterations	  to	  phospholipid	  composition	  in	  the	  membrane	  could	  enhance	  neural	  excitability	  in	  multiple	  ways.	  Proper	  phospholipid	  composition	  has	  been	  shown	  to	  be	  important	  for	  maintaining	  the	  proper	  function	  and	  orientation	  of	  transmembrane	  proteins,	  and	  PtdEtn	  has	  been	  shown	  to	  act	  as	  a	  molecular	  lipo-­‐chaperone	  within	  the	  plasma	  membrane	  to	  assist	  in	  protein	  folding	  (Bogdanov	  et	  al.	  1999;	  Bogdanov	  et	  al.	  1996;	  Bogdanov	  &	  Dowhan	  1998).	  	  Additionally,	  some	  studies	  suggest	  that	  the	  biochemical	  properties	  of	  PtdEtn	  can	  create	  extra	  rigidity	  within	  the	  membrane,	  which	  could	  promote	  the	  fusion	  of	  membranes	  and	  vesicles	  (Birner	  et	  al.	  2001).	  The	  defect	  could	  also	  interfere	  with	  membranes	  of	  organelles,	  such	  as	  the	  mitochondria	  (Fergestad	  et	  al.	  2008).	  However,	  our	  results	  suggest	  that	  there	  may	  be	  cell-­‐type-­‐specific	  requirements	  for	  different	  phospholipids,	  contributing	  to	  the	  complexity	  of	  analysis.	  Other	  types	  of	  disorders	  seem	  to	  be	  linked	  to	  phospholipid	  defects,	  suggesting	  that	  phospholipid	  homeostasis	  is	  a	  critical	  component	  of	  human	  health.	  There	  is	  evidence	  for	  lowered	  levels	  of	  PtdEtn	  in	  the	  brains	  of	  Alzheimer’s	  disease	  patients	  (Wells	  et	  al.	  1995),	  and	  other	  neurological	  disorders	  such	  as	  attention	  deficit-­‐hyperactivity	  disorder,	  autism,	  schizophrenia,	  and	  dyslexia	  have	  been	  theorized	  to	  involve	  defects	  in	  phospholipid	  metabolism	  (Brown	  &	  Austin	  2011;	  Bennett	  &	  Horrobin	  2000).	  Some	  of	  these	  neurological	  disorders,	  including	  epilepsy,	  can	  occur	  together	  in	  the	  same	  patient,	  so	  it	  is	  intriguing	  to	  consider	  whether	  some	  disorders	  currently	  thought	  to	  originate	  from	  developmental	  defects	  could	  actually	  represent	  defects	  in	  phospholipid	  homeostasis.	  Unlike	  many	  other	  diseases,	  current	  epilepsy	  drugs	  only	  target	  the	  symptoms	  of	  epilepsy	  rather	  than	  correcting	  the	  specific	  deficit	  that	  causes	  seizure	  susceptibility.	  We	  show	  that	  certain	  types	  of	  epilepsy	  have	  the	  potential	  to	  be	  eliminated	  by	  directly	  addressing	  the	  molecular	  deficit	  and	  that	  there	  may	  be	  flexibility	  in	  the	  time	  window	  for	  treatment,	  suggesting	  gene	  therapy	  as	  a	  potential	  future	  cure	  for	  certain	  epilepsy-­‐related	  disorders.	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Figures	  and	  Figure	  Legends	  	  Figure	  1	  
	  	   	  Figure	  1:	  Induced	  expression	  of	  the	  eas+	  gene	  in	  adult	  flies	  rescues	  bang	  sensitivity.	  A)	  Schematic	  of	  the	  bang	  sensitivity	  testing	  and	  heat	  shock	  regimen.	  Newly	  eclosed	  adult	  flies	  (0–2	  days	  old)	  of	  the	  appropriate	  genotype	  were	  collected	  and	  rested	  before	  behavioral	  testing.	  On	  day	  0	  (number	  signifies	  the	  number	  of	  heat	  shocks	  received	  at	  the	  time	  of	  testing),	  flies	  were	  tested	  for	  bang	  sensitivity	  by	  mechanical	  shock	  (10-­‐second	  vortex),	  and	  then	  flies	  were	  heat	  shocked	  for	  2	  hours.	  The	  protocol	  was	  repeated	  for	  a	  total	  of	  5	  days.	  Flies	  were	  tested	  for	  bang	  sensitivity	  approximately	  22	  hours	  after	  each	  heat	  shock.	  	  B)	  Populations	  of	  adult	  flies	  were	  tested	  daily	  for	  bang	  sensitivity	  with	  and	  without	  a	  2-­‐hour	  daily	  heat	  shock	  to	  induce	  expression	  from	  the	  transgene.	  Male	  flies	  mutant	  for	  eas	  and	  containing	  the	  hs-­‐eas+	  transgene	  (genotype	  eas;	  hs-­‐eas+/+,	  triangles)	  showed	  43%	  bang	  sensitivity	  (n	  =	  253)	  after	  two	  heat	  shock	  treatments,	  P	  <0.0001	  on	  day	  2	  (χ2	  test).	  After	  three	  heat	  shocks,	  flies	  showed	  23%	  bang	  sensitivity	  (n	  =	  142),	  achieving	  9%	  and	  12%	  bang	  sensitivity	  upon	  four	  and	  five	  heat	  shocks	  (n	  =	  46,	  n	  =	  26),	  respectively.	  In	  contrast,	  heat-­‐shocked	  control	  mutants	  lacking	  hs-­‐eas+	  (genotype	  eas+/+,	  circles)	  showed	  little	  change	  in	  bang	  sensitivity,	  remaining	  above	  90%	  after	  five	  heat	  shock	  treatments	  (n	  =	  44	  on	  day	  5).	  Non	  heat-­‐shocked	  control	  flies	  (genotype	  eas;	  hs-­‐
eas+/+,	  squares)	  showed	  100%	  bang	  sensitivity	  throughout	  the	  duration	  of	  the	  entire	  experiment	  (n	  =	  33	  on	  day	  5),	  P	  <	  0.0001	  on	  day	  5	  (χ2	  test).	  All	  error	  bars	  represent	  standard	  error.	  C)	  Activation	  of	  the	  hs-­‐eas+	  transgene	  is	  not	  capable	  of	  rescuing	  bang	  sensitivity	  in	  the	  bang-­‐sensitive	  mutant	  bang	  senseless	  (parabss1),	  P	  =	  0.45	  on	  day	  5	  (χ2	  test).	  D)	  Rescue	  of	  eas	  bang	  sensitivity	  shows	  stability	  at	  least	  1	  week	  after	  discontinuation	  of	  heat	  shocks.	  Flies	  of	  the	  genotype	  eas;	  hs-­‐eas+/+	  were	  given	  a	  daily	  2-­‐hour	  heat	  shock	  for	  3	  days	  and	  then	  tested	  for	  bang	  sensitivity	  7	  days	  later	  (corresponding	  to	  day	  9	  on	  timeline).	  On	  day	  9,	  flies	  were	  44%	  BS	  (n	  =	  18),	  in	  contrast	  to	  controls	  of	  the	  same	  genotype	  but	  without	  any	  heat	  shocks,	  *P	  <	  0.0001	  (Fisher’s	  exact	  test).	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  Figure	  2	  
	  
	  
	  Figure	  2:	  Cell	  type	  expression	  of	  eas+.	  A)	  Cell	  type	  specificity	  of	  eas+	  was	  achieved	  using	  the	  GAL4/UAS	  system.	  Male	  1–2-­‐day-­‐old	  eas	  flies	  with	  pan-­‐neuronal	  (elavc155-­‐GAL4),	  cholinergic	  (Cha-­‐GAL4),	  or	  GABAergic	  (Gad1-­‐GAL4)	  GAL4	  drivers	  were	  paired	  with	  a	  UAS-­‐eas+	  construct	  and	  tested	  for	  bang	  sensitivity	  by	  mechanical	  stimulation.	  The	  driver	  elavc155-­‐GAL4	  fully	  rescued	  the	  behavioral	  phenotype	  in	  eas	  mutants	  (genotype	  eas	  elavc155;	  UAS-­‐eas+/+),	  with	  no	  flies	  displaying	  BS	  behavior	  (n	  =	  47),	  in	  contrast	  to	  the	  100%	  bang	  sensitivity	  seen	  in	  mutant	  controls	  with	  only	  the	  UAS-­‐eas+	  or	  GAL4	  construct	  (n	  >	  68),	  *P	  <	  0.0001.	  Expression	  of	  eas+	  in	  cholinergic	  neurons	  (genotype	  eas;	  Cha-­‐GAL4/UAS-­‐eas+)	  reduced	  bang	  sensitivity	  to	  19.8%	  (n	  =	  116)	  compared	  with	  the	  bang	  sensitivity	  seen	  in	  mutant	  controls	  (n	  >	  31),	  P	  <	  0.0001.	  Flies	  expressing	  eas+	  in	  GABAergic	  neurons	  (genotype	  eas;	  Gad1-­‐GAL4/UAS-­‐eas+)	  were	  95%	  BS	  (n	  =	  102),	  showing	  no	  significant	  difference	  compared	  with	  controls	  (n	  >	  60),	  P	  =	  0.07.	  Error	  bars	  represent	  standard	  error.	  Statistical	  significance	  was	  calculated	  by	  χ2	  test.	  B)	  Rescue	  of	  bang	  sensitivity	  is	  effective	  only	  in	  the	  eas	  mutant	  background.	  Expression	  of	  eas+	  was	  driven	  by	  elavc155-­‐GAL4	  in	  sda	  and	  bss	  mutant	  background.	  There	  was	  no	  change	  in	  bang	  sensitivity,	  with	  all	  flies	  testing	  100%	  BS	  (n	  >	  22).	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  Figure	  3	  	  
	  	  Figure	  3:	  Electrophysiological	  recordings	  of	  seizure	  activity	  from	  the	  dorsal	  longitudinal	  muscle	  (DLM)	  of	  Drosophila.	  A)	  Recording	  of	  a	  typical	  eas	  mutant	  seizure.	  A	  4-­‐V	  high-­‐frequency	  stimulus	  (asterisk)	  causes	  an	  initial	  discharge	  (ID).	  The	  ID	  is	  followed	  by	  synaptic	  failure	  (SF)	  of	  the	  giant	  fiber	  circuit,	  eventually	  leading	  to	  a	  recovery	  seizure,	  or	  delayed	  discharge	  (DD).	  B)	  Adult	  eas	  flies	  with	  the	  hs-­‐eas+	  construct	  (genotype	  eas;	  hs-­‐eas+/+)	  and	  given	  the	  heat	  shock	  regimen	  for	  4	  or	  5	  days	  showed	  higher	  seizure	  thresholds	  of	  16	  ±	  2	  V	  (n	  =	  10)	  compared	  with	  sibling	  flies	  not	  receiving	  any	  heat	  shocks,	  which	  had	  thresholds	  of	  3.3	  ±	  0.2	  V	  (n	  =	  6).	  Mutants	  receiving	  heat	  shocks	  but	  without	  the	  transgene	  show	  similarly	  low	  seizure	  thresholds	  of	  3.3	  ±	  0.2	  V	  (n	  =	  6),	  *P	  <	  0.0001,	  (ANOVA).	  Rescue	  in	  the	  bss	  mutant	  background	  was	  unsuccessful	  (n	  =	  5	  per	  genotype),	  P	  =	  0.15	  (Student’s	  t-­‐test).	  Error	  bars	  represent	  standard	  error.	  C)	  Electrophysiological	  recordings	  of	  the	  DLM	  in	  flies	  with	  and	  without	  heat	  shock	  treatment.	  An	  HFS	  of	  4	  V	  triggered	  a	  seizure	  in	  a	  fly	  that	  had	  received	  zero	  heat	  shocks	  (upper	  trace).	  A	  fly	  that	  had	  received	  the	  daily	  2-­‐hour	  heat	  shock	  regime	  for	  5	  days	  shows	  a	  higher	  seizure	  threshold;	  in	  this	  case,	  a	  16-­‐V	  HFS	  triggers	  a	  seizure	  (lower	  trace).	  There	  is	  a	  significant	  difference	  in	  the	  length	  of	  recovery	  seizures	  in	  rescued	  flies:	  recovery	  seizures	  last	  for	  approximately	  6	  ±	  1	  seconds	  (n	  =	  11)	  for	  flies	  receiving	  heat	  shocks	  vs.	  25	  ±	  1	  seconds	  (n	  =	  4)	  for	  flies	  without	  heat	  shocks,	  P	  <	  0.0001	  (Student’s	  t-­‐test).	  Bar	  indicates	  5	  seconds	  in	  each	  trace.	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  Figure	  4	  	  
	  	  Figure	  4:	  Electrophysiological	  recordings	  and	  seizure	  thresholds	  in	  flies	  expressing	  eas+	  in	  subsets	  of	  the	  nervous	  system.	  A:	  Recordings	  from	  the	  DLM	  muscle	  in	  1–2-­‐day-­‐old	  male	  eas	  mutant	  flies	  expressing	  eas+	  in	  different	  neuronal	  populations	  using	  the	  GAL4/UAS	  system.	  A	  fly	  expressing	  eas+	  under	  control	  of	  the	  GAL4	  driver	  elavc155	  (genotype	  eas	  elavc155-­‐GAL4;	  UAS-­‐eas+/+)	  shows	  a	  high	  seizure	  threshold	  in	  the	  wild-­‐type	  range	  (top	  two	  traces).	  Additionally,	  a	  fly	  expressing	  eas+	  in	  cholinergic	  neurons	  has	  a	  seizure	  threshold	  more	  than	  double	  compared	  with	  controls:	  a	  seizure	  is	  triggered	  at	  11	  V	  (genotype	  eas;	  UAS-­‐eas+/Cha-­‐GAL4,	  third	  and	  fourth	  traces).	  In	  contrast,	  a	  fly	  expressing	  eas+	  in	  GABAergic	  neurons	  (genotype	  eas;	  UAS-­‐eas+/Gad1-­‐GAL4,	  fifth	  trace)	  shows	  low	  seizure	  thresholds	  similar	  to	  controls,	  indicating	  mutant	  seizure	  sensitivity.	  B:	  Seizure	  thresholds	  were	  determined	  for	  different	  genotypes.	  Pan-­‐neuronal	  expression	  using	  the	  elavc155-­‐GAL4	  driver	  provided	  the	  strongest	  rescue,	  with	  seizure	  thresholds	  reaching	  23	  ±	  3	  V	  (n	  =	  7),	  similar	  to	  wild-­‐type	  thresholds.	  Controls	  in	  the	  eas	  mutant	  background	  containing	  either	  UAS-­‐eas+	  or	  the	  GAL4	  showed	  low	  seizure	  thresholds	  of	  about	  4.5	  V	  (n	  >	  7),	  *P	  <	  0.0001	  (ANOVA).	  The	  seizure	  threshold	  for	  flies	  expressing	  eas+	  in	  cholinergic	  neurons	  using	  the	  Cha-­‐GAL4	  driver	  was	  9.7	  ±	  1	  V	  (n	  =	  9),	  higher	  than	  that	  of	  control	  mutant	  flies	  lacking	  the	  GAL4	  transgene	  or	  lacking	  the	  UAS-­‐eas+	  construct,	  which	  showed	  seizure	  thresholds	  of	  4	  ±	  0.4	  V	  (n	  =	  7)	  and	  3.8	  ±	  0.2	  V	  (n	  =	  8),	  respectively,	  P	  <	  0.0001	  (ANOVA).	  There	  was	  no	  significant	  difference	  in	  seizure	  thresholds	  for	  flies	  expressing	  eas+	  in	  GABAergic	  neurons	  using	  theGad1-­‐GAL4	  driver	  compared	  with	  controls	  (n	  >	  5),	  P	  =	  0.14	  (ANOVA).	  C:	  Seizure	  thresholds	  do	  not	  increase	  in	  the	  sda	  mutant	  background.	  Pan-­‐neuronal	  expression	  of	  eas+	  in	  the	  sda	  mutant	  background	  did	  not	  change	  seizure	  thresholds	  significantly	  (n	  >	  5),	  P	  =	  0.50	  (ANOVA).	  Error	  bars	  represent	  standard	  error.	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Chapter	  5:	  Disruption	  of	  endocytosis	  with	  the	  Dynamin	  mutant	  shibirets1	  suppresses	  
seizures	  in	  Drosophila	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Abstract	  	   A	  major	  challenge	  is	  to	  control	  epilepsies	  that	  do	  not	  respond	  to	  currently	  available	  medications.	  	  Since	  seizures	  consist	  of	  coordinated	  and	  high	  frequency	  neural	  activity,	  our	  goal	  was	  to	  disrupt	  neurotransmission	  with	  a	  synaptic	  transmission	  mutant	  and	  evaluate	  its	  potential	  ability	  to	  suppress	  seizures	  in	  different	  Drosophila	  epilepsy	  models.	  	  We	  find	  that	  one	  such	  mutant,	  shibire	  (shits1),	  encoding	  Dynamin,	  suppresses	  seizures	  in	  multiple	  seizure-­‐sensitive	  genotypes,	  including	  a	  gain-­‐of-­‐function	  mutation	  in	  paralytic,	  a	  model	  of	  Na+	  channel	  epilepsies	  that	  resemble	  aspects	  of	  intractable	  human	  SCN1A	  epilepsy	  mutations.	  	  Due	  to	  the	  requirement	  of	  Dynamin	  for	  the	  fission	  of	  vesicles	  with	  the	  plasma	  membrane,	  increased	  temperature	  in	  the	  shits1	  mutant	  causes	  impairment	  of	  endocytosis	  and	  synaptic	  vesicle	  recycling,	  and	  is	  associated	  with	  the	  suppression	  of	  the	  seizures.	  	  Additionally,	  we	  utilize	  a	  shits1	  transgene	  and	  express	  mutant	  Dynamin	  in	  different	  neurons	  within	  the	  seizure	  sensitive	  mutants,	  and	  identify	  the	  giant	  fiber	  neuron	  as	  a	  critical	  neuron	  in	  the	  seizure	  circuit	  that	  is	  sufficient	  to	  suppress	  seizures.	  	  Overall,	  our	  results	  implicate	  disruption	  of	  endocytosis	  by	  mutant	  Dynamin	  as	  an	  effective	  seizure	  suppressor,	  suggesting	  that	  limiting	  the	  availability	  of	  synaptic	  vesicles	  or	  targeting	  synaptic	  vesicles	  could	  be	  an	  effective	  and	  general	  method	  of	  suppressing	  seizures.	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Introduction	  	   One	  of	  the	  complexities	  in	  understanding	  and	  treating	  epilepsy	  disorders	  is	  that	  even	  though	  an	  understanding	  of	  the	  molecular	  lesions	  underlying	  the	  conditions	  has	  improved,	  20-­‐30%	  patients	  display	  resistance	  to	  currently	  available	  anti-­‐epileptic	  drugs	  (AEDs)	  (Schuele	  &	  Lüders	  2008).	  	  Many	  AEDs	  aim	  to	  decrease	  excitability	  by	  globally	  restoring	  ionic	  balances	  by	  binding	  to	  Na+,	  K+,	  or	  Ca2+	  channels	  (Meldrum	  1996).	  	  However,	  this	  global	  approach	  may	  not	  be	  sufficient	  to	  prevent	  the	  action	  potentials	  and	  seizures	  caused	  by	  all	  epilepsy	  mutations	  given	  that	  a	  mutation	  may	  affect	  a	  single	  population	  of	  neurons	  differently	  than	  the	  mutation	  in	  context	  of	  the	  interconnected	  neural	  circuits.	  	  For	  example,	  haploinsufficiency	  of	  the	  sodium	  channel	  Nav1.1,	  instead	  of	  reducing	  neural	  excitability,	  actually	  caused	  hyperexcitability	  and	  spontaneous	  seizures	  due	  to	  preferential	  loss	  of	  sodium	  currents	  in	  inhibitory	  interneurons	  compared	  to	  the	  sodium	  currents	  in	  pyramidal	  cells	  (Yu	  et	  al.	  2006).	  	  In	  humans,	  approximately	  70%	  of	  the	  cases	  of	  Dravet	  Syndrome	  (DS)	  or	  severe	  myoclonic	  epilepsy	  of	  infancy	  (SMEI)	  are	  caused	  by	  SCN1A	  mutations,	  a	  large	  portion	  of	  them	  resulting	  in	  truncations	  that	  would	  likely	  eliminate	  the	  function	  of	  the	  channel,	  canceling	  out	  the	  effects	  of	  any	  Na+	  channel	  targeted	  drugs	  (Marini	  et	  al.	  2011).	  	  Seizures	  are	  thought	  to	  initiate	  within	  a	  localized	  area	  and	  then	  spread	  to	  downstream	  neurons	  within	  the	  circuit,	  involving	  a	  large	  number	  of	  chemical	  synapses.	  	  For	  action	  potentials	  associated	  with	  the	  seizure	  to	  cross	  a	  chemical	  synapse,	  docked	  synaptic	  vesicles	  must	  fuse	  with	  the	  plasma	  membrane	  and	  release	  neurotransmitter	  into	  the	  synaptic	  cleft	  via	  exocytosis.	  	  Equally	  important	  for	  synaptic	  transmission	  is	  endocytosis,	  in	  which	  the	  plasma	  membrane	  is	  recycled	  to	  form	  new	  synaptic	  vesicles	  (Saheki	  &	  De	  Camilli	  2012).	  	  Due	  to	  the	  limited	  number	  of	  vesicles	  that	  can	  fit	  within	  the	  active	  zone	  of	  a	  synaptic	  terminal,	  replenishment	  of	  the	  vesicles	  locally	  by	  endocytosis	  is	  essential	  for	  sustained	  or	  high	  frequency	  synaptic	  transmission.	  	  Since	  synaptic	  vesicles	  are	  critical	  for	  the	  generation	  and	  spread	  of	  seizures	  throughout	  the	  nervous	  system,	  regardless	  of	  the	  nature	  of	  the	  epilepsy	  mutation,	  we	  hypothesized	  that	  synaptic	  transmission	  mutants	  that	  interact	  or	  disrupt	  synaptic	  vesicles	  could	  be	  candidate	  mutations	  to	  suppress	  seizures	  in	  Drosophila	  models	  of	  seizure	  disorders	  and	  epilepsy	  (Parker,	  Howlett,	  et	  al.	  2011a).	  	  Behavioral	  screens	  in	  Drosophila	  have	  found	  genes	  essential	  for	  synaptic	  transmission	  by	  isolating	  temperature	  sensitive	  mutations,	  which	  often	  paralyze	  when	  shifted	  to	  a	  restrictive	  temperature	  due	  to	  their	  important	  roles	  in	  neural	  transmission	  (Grigliatti	  et	  al.	  1973;	  Siddiqi	  &	  Benzer	  1976).	  	  One	  such	  mutant,	  shibire,	  encodes	  for	  Dynamin,	  a	  GTPase	  required	  late	  in	  the	  process	  of	  endocytosis	  and	  synaptic	  vesicle	  recycling,	  responsible	  for	  fission	  of	  the	  vesicle	  from	  the	  membrane	  (van	  der	  Bliek	  &	  Meyerowrtz	  1991).	  	  The	  shibire	  mutant	  shits1	  is	  a	  temperature	  sensitive	  missense	  mutation	  in	  the	  GTPase	  domain	  of	  the	  protein,	  and	  when	  flies	  are	  heated	  to	  the	  restrictive	  temperature	  (~29°)	  and	  stimulated,	  nerve	  terminals	  become	  completely	  depleted	  of	  synaptic	  vesicles,	  paralyzing	  the	  flies	  (Koenig	  et	  al.	  1983;	  van	  der	  Bliek	  &	  Meyerowrtz	  1991).	  	  Ultrastructural	  analysis	  of	  the	  depleted	  nerve	  terminals	  show	  the	  presynaptic	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membrane	  filled	  with	  clathrin-­‐coated	  pits	  corresponding	  to	  vesicles	  stuck	  at	  the	  late	  stage	  of	  endocytosis,	  waiting	  to	  pinched	  off	  by	  Dynamin	  (Koenig	  &	  Ikeda	  1989).	  	  When	  flies	  are	  returned	  to	  permissive	  temperatures,	  Dynamin	  resumes	  normal	  function	  and	  vesicular	  recycling	  resumes,	  refilling	  the	  depleted	  releasable	  pool	  of	  vesicles,	  allowing	  the	  shits1	  mutation	  to	  act	  as	  a	  conditional	  block	  of	  endocytosis.	  	  In	  addition	  to	  impairments	  with	  vesicle	  endocytosis,	  ionic	  currents	  recorded	  from	  the	  dorsal	  longitudinal	  muscle	  (DLM)	  neuromuscular	  synapse	  in	  shits1	  flies	  showed	  rapid	  synaptic	  fatigue	  within	  20ms	  to	  high-­‐frequency	  stimulation,	  suggesting	  an	  additional	  role	  for	  Dynamin	  in	  the	  maintenance	  of	  the	  releasable	  pool	  of	  vesicles,	  since	  the	  time	  to	  recycle	  a	  newly	  formed	  vesicle	  is	  between	  15-­‐30s	  (Kawasaki	  et	  al.	  2000).	  	  Using	  behavioral	  assays	  and	  electrophysiology,	  we	  find	  that	  temperature	  sensitive	  
shits	  mutations	  are	  potent	  seizure	  suppressors	  in	  multiple	  bang-­‐sensitive	  mutants,	  including	  the	  difficult	  to	  suppress	  paralyticbss1	  mutant.	  	  We	  use	  the	  GAL4/UAS	  system	  to	  overexpress	  shits1	  in	  different	  neurons	  to	  map	  out	  a	  preliminary	  seizure	  circuit,	  and	  identify	  the	  giant	  fiber	  (GF)	  neurons	  as	  sufficient	  to	  suppress	  seizures	  behaviorally	  and	  electrically.	  	  Our	  results	  help	  elucidate	  the	  circuits	  and	  neurons	  involved	  in	  the	  bang-­‐sensitive	  phenotypes	  of	  Drosophila,	  and	  provide	  evidence	  that	  even	  seizures	  in	  strong	  gain-­‐of-­‐function	  Na+	  channel	  mutants	  can	  be	  suppressed	  by	  disruption	  of	  synaptic	  vesicle	  endocytosis,	  revealing	  synaptic	  vesicle	  disruption	  or	  regulation	  as	  a	  potentially	  important	  and	  novel	  method	  of	  suppressing	  seizures	  and	  epilepsy.	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Materials	  and	  Methods	  	  
Fly	  Stocks	  &	  Crosses	  
	   Flies	  were	  raised	  on	  standard	  agar-­‐molasses-­‐yeast	  food	  at	  room	  temperature	  (22-­‐24°)	  unless	  otherwise	  stated.	  	   The	  bang-­‐sensitive	  mutant	  stocks	  were	  from	  the	  Tanouye	  lab	  stock	  collection.	  	  The	  protein	  encoded	  by	  the	  easily	  shocked	  gene	  in	  Ethanolamine	  Kinase.	  	  The	  eas	  allele	  used	  in	  this	  study	  is	  easPC80,	  a	  recessive	  mutation	  caused	  by	  a	  2bp	  deletion	  that	  introduces	  a	  frame	  shift;	  the	  resulting	  protein	  lacks	  a	  kinase	  domain	  and	  abolishes	  enzymatic	  activity	  (Pavlidis	  et	  al.	  1994).	  	  The	  sda	  allele	  used	  in	  this	  study	  is	  sdaiso7.8,	  referred	  to	  as	  sda,	  and	  encodes	  for	  an	  Aminopeptidase	  and	  mutants	  show	  altered	  Na+	  currents	  (H.	  Zhang	  et	  al.	  2002;	  Marley	  &	  Baines	  2011b).	  	  The	  parabss1	  mutation	  is	  a	  single	  base	  pair	  substitution	  (L1699F)	  of	  a	  highly	  conserved	  residue	  in	  the	  third	  membrane	  spanning	  segment	  (S3b)	  of	  homology	  domain	  IV,	  resulting	  in	  a	  dominant	  phenotype	  with	  ~80%	  penetrance	  when	  heterozygous	  and	  100%	  penetrance	  when	  homozygous	  (Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b).	  	   The	  UAS-­‐shits1	  Kitamoto	  line,	  shits1,	  and	  shits2	  stocks	  were	  gifts	  from	  Nigel	  Atkinson.	  	  	  The	  remaining	  UAS-­‐shibirets1	  lines,	  pBDGP-­‐GAL4U	  control	  line	  (Pfeiffer	  et	  al.	  2012),	  and	  
R57C10-­‐GAL4	  stocks	  were	  gifts	  from	  Gerry	  Rubin.	  	  In	  the	  manuscript,	  UAS-­‐shits1-­‐J100	  refers	  to	  pJFRC100-­‐20XUAS-­‐TTS-­‐shibire-­‐ts1-­‐p10	  at	  insertion	  site	  VK00005	  (Pfeiffer	  et	  al.	  2012).	  The	  a307-­‐GAL4	  was	  obtained	  from	  Rod	  Murphey	  and	  was	  maintained	  as	  a	  stock	  in	  our	  lab.	  The	  shibire	  deficiency	  stock	  used	  was	  Df(1)sd72b/FM7c.	  	  Other	  lines	  used	  were	  obtained	  from	  Bloomington	  Stock	  Center	  Stock	  Center.	  	  	  	   The	  shits1	  eas	  and	  shits1	  parabss1	  double	  mutants	  were	  made	  using	  standard	  recombination	  techniques.	  	  The	  shits;;sda	  stocks	  were	  made	  with	  the	  use	  of	  a	  
w;TM6,Tb/TM3,Sb	  balancer	  line.	  	  All	  double	  mutants	  were	  verified	  for	  both	  mutations	  by	  the	  presence	  of	  bang-­‐sensitive	  behavior	  at	  room	  temperature,	  and	  paralysis	  at	  30°	  (restrictive	  temperature).	  	  For	  GAL4	  experiments	  in	  Figure	  7,	  master	  stocks	  of	  parabss1;	  UAS-­‐shits1-­‐J100	  or	  
eas/FM7a;	  UAS-­‐shits1-­‐J100	  were	  made	  with	  a	  FM7a;	  TM3,Sb/Dr,	  e	  balancer	  stock.	  	  Virgins	  were	  collected	  from	  the	  master	  stocks	  and	  then	  crossed	  to	  different	  GAL4	  lines.	  	  In	  Figure	  6,	  a	  parabss1;	  R57C10-­‐GAL4	  line	  was	  created	  with	  a	  FM7a;	  TM3,Sb/Dr,	  e	  balancer	  stock.	  	  Virgins	  were	  collected	  from	  this	  line	  and	  crossed	  to	  different	  UAS-­‐shits1	  transgenes.	  
 
Bang-­‐Sensitive	  Behavioral	  Testing	  	   Flies	  were	  collected	  with	  the	  use	  of	  CO2	  and	  up	  to	  20	  were	  placed	  in	  fresh	  food	  vials	  with	  foam	  plugs.	  	  The	  flies	  were	  assayed	  the	  following	  day.	  	  For	  testing,	  the	  food	  vial	  was	  mechanically	  stimulated	  with	  a	  VWR	  vortex	  mixer	  at	  maximum	  speed	  for	  10	  seconds.	  	  The	  number	  of	  flies	  experiencing	  seizure	  and	  paralysis	  due	  to	  the	  bang-­‐sensitive	  phenotype	  was	  counted	  immediately	  after	  the	  vortex.	  	  Results	  were	  pooled.	  	  Flies	  were	  only	  tested	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once	  and	  discarded	  unless	  otherwise	  stated.	  	  Care	  was	  taken	  to	  minimize	  shaking	  and	  vibrations	  of	  the	  vials	  before	  testing.	  	  All	  flies	  were	  1-­‐5	  days	  old.	  	  
Electrophysiology	  of	  the	  Giant	  Fiber	  System	  	   In	  vivo	  electrophysiological	  assays	  and	  recording	  of	  seizure-­‐like	  activity	  in	  the	  DLM	  was	  performed	  as	  previously	  described	  (Kuebler	  &	  Tanouye	  2000;	  J.	  Lee	  &	  Wu	  2002).	  	  For	  mounting	  the	  flies	  for	  electrophysiology,	  a	  fly	  was	  suctioned	  onto	  a	  hypodermic	  needle	  attached	  to	  a	  vacuum	  line,	  then	  immobilized	  in	  a	  channel	  of	  dental	  wax	  on	  a	  glass	  microscope	  slide.	  	  Uninsulated	  tungsten	  electrodes	  were	  used	  for	  the	  recordings	  and	  stimulation.	  	  Seizure	  threshold	  tests	  were	  described	  previously	  (Kuebler	  &	  Tanouye	  2000;	  J.	  Lee	  &	  Wu	  2002).	  Seizure-­‐like	  activity	  was	  evoked	  by	  high-­‐frequency	  stimulation	  (HFS)	  of	  0.4ms	  pulses	  at	  200hz	  for	  300ms	  of	  varying	  voltage	  and	  monitored	  by	  DLM	  recordings.	  	  Flies	  were	  given	  up	  to	  4	  HFS	  with	  10	  minutes	  of	  rest	  between	  each	  stimulus.	  	  Recordings	  were	  obtained	  with	  Axoscope	  software	  and	  were	  analyzed	  with	  Axoscope	  and	  Stimfit	  software	  (Schmidt-­‐Hieber	  2014).	  All	  flies	  were	  1-­‐4	  days	  old.	  	  
Temperature	  Shift	  Experiments	  	   Flies	  were	  collected	  with	  the	  use	  of	  CO2	  and	  up	  to	  10	  were	  placed	  in	  fresh	  food	  vials	  with	  foam	  plugs.	  	  The	  following	  day,	  vials	  were	  submerged	  upside	  down	  in	  the	  water	  bath	  at	  the	  indicated	  temperature.	  	  The	  plug	  was	  fully	  inserted	  into	  the	  vial	  so	  that	  when	  held	  upside	  down	  under	  water,	  a	  bubble	  of	  air	  was	  trapped	  and	  prevented	  water	  from	  contacting	  the	  plug	  or	  flies	  above.	  	  Flies	  were	  kept	  in	  food	  vials	  during	  heating	  to	  avoid	  excessive	  handling	  of	  the	  flies	  before	  testing.	  	  If	  an	  air	  incubator	  was	  used,	  vials	  were	  placed	  on	  their	  side	  at	  either	  18°	  or	  30°.	  Care	  was	  taken	  to	  minimize	  shaking	  and	  vibrations	  during	  movement	  of	  the	  vials.	  	  Flies	  were	  only	  exposed	  once	  to	  a	  given	  temperature	  treatment,	  tested,	  and	  then	  discarded.	  	  	  	   Heating	  the	  flies	  while	  performing	  DLM	  recordings	  was	  accomplished	  by	  blowing	  heated	  air	  at	  the	  fly	  with	  a	  hand-­‐held	  blow	  dryer.	  	  The	  blow	  dryer	  produced	  heated	  air	  at	  a	  temperature	  of	  35°.	  	  We	  used	  two	  methods	  to	  estimate	  the	  temperature	  of	  the	  fly	  during	  the	  recording	  session:	  a	  temperature	  probe	  placed	  near	  the	  fly	  and	  an	  IR	  thermometer	  aimed	  at	  the	  area	  near	  the	  fly.	  	  Flies	  reached	  a	  peak	  temperature	  of	  28-­‐31°	  during	  the	  experiments.	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Results	  
Behavioral	  suppression	  of	  seizure-­‐like	  activity	  by	  disrupting	  endocytosis	  	   The	  bang-­‐sensitive	  Drosophila	  mutants	  represent	  a	  unique	  class	  of	  behavioral	  mutants	  that	  undergo	  a	  seizure-­‐like	  episode	  upon	  exposure	  to	  mechanical	  or	  electrical	  stimulation	  (Parker,	  Howlett,	  et	  al.	  2011a)	  (Figure	  1A).	  	  To	  test	  the	  effects	  of	  the	  shibire	  mutant	  on	  bang-­‐sensitivity,	  double	  mutant	  combinations	  were	  made	  using	  standard	  crossing	  techniques,	  and	  flies	  were	  tested	  for	  bang-­‐sensitivity.	  	  Three	  bang-­‐sensitive	  mutants	  were	  initially	  tested:	  slamdance	  (sda),	  easily	  shocked	  (eas)	  and	  bang	  senseless	  
(parabss1),	  an	  allele	  of	  the	  paralytic	  gene	  (see	  Materials	  &	  Methods).	  The	  restrictive	  temperature	  to	  reach	  complete	  paralysis	  was	  unchanged	  by	  the	  presence	  of	  the	  bang-­‐sensitive	  mutation.	  	  At	  room	  temperature	  (23°),	  shits1	  eas	  flies	  and	  shits1	  parabss1	  did	  not	  show	  any	  changes	  in	  their	  bang-­‐sensitivity	  compared	  to	  the	  control	  mutant.	  	  However,	  there	  was	  a	  minor	  decrease	  in	  bang-­‐sensitivity	  seen	  in	  the	  sda	  mutant	  (Figure	  1B).	  	  Bang-­‐sensitivity	  in	  this	  particular	  mutant	  has	  been	  previously	  described	  as	  easier	  to	  suppress	  than	  eas	  or	  
parabss1	  (Song	  et	  al.	  2007;	  H.	  Zhang	  et	  al.	  2002).	  	  Since	  SCN1A	  sodium	  channel	  mutations	  in	  human	  patients	  are	  heterozygous,	  we	  also	  tested	  heterozygous	  parabss1/+	  flies,	  which	  show	  semi-­‐dominant	  bang-­‐sensitivity.	  	  There	  were	  no	  significant	  difference	  in	  bang-­‐sensitivity	  between	  parabss1/+	  flies	  and	  parabss1	  /	  shits1	  double	  heterozygotes	  when	  tested	  at	  room	  temperature,	  with	  both	  genotypes	  showing	  approximately	  80%.	  	  Increasing	  the	  dosage	  of	  mutant	  shits1	  did	  not	  significantly	  alter	  bang-­‐sensitivity	  (Figure	  1C).	  	  Therefore,	  at	  room	  temperature,	  in	  which	  no	  significant	  alteration	  of	  the	  synaptic	  vesicle	  pools	  has	  been	  observed,	  seizures	  are	  not	  largely	  affected.	  
 To	  trigger	  a	  stronger	  block	  of	  endocytosis,	  we	  pre-­‐incubated	  flies	  at	  an	  increased	  temperature	  immediately	  before	  bang	  tests.	  	  Since	  incubation	  of	  shits1	  flies	  at	  a	  temperature	  of	  29°	  results	  in	  complete	  paralysis	  of	  the	  fly	  that	  eliminates	  the	  bang-­‐sensitive	  phenotype	  or	  any	  other	  behavior,	  we	  tested	  flies	  up	  to	  27°,	  when	  flies	  are	  still	  able	  to	  maintain	  posture,	  walk,	  and	  maintain	  apparently	  normal	  behavior.	  	  The	  flies	  display	  some	  hyperactivity	  and	  uncoordinated	  walking	  compared	  to	  controls,	  which	  has	  been	  observed	  before	  at	  this	  temperature	  (Koenig	  &	  Ikeda	  1980).	  	  After	  3	  minutes	  at	  an	  elevated	  temperature,	  bang-­‐sensitive	  behavior	  in	  sda,	  eas,	  and	  parabss1	  was	  partially	  suppressed	  by	  the	  shits1	  mutation	  compared	  to	  controls	  (Figure	  1D).	  	  This	  protocol	  did	  not	  lead	  to	  complete	  synaptic	  vesicle	  depletion	  since	  the	  flies	  were	  upright	  and	  able	  to	  maintain	  posture	  before	  testing,	  and	  flies	  were	  moving	  in	  the	  bottom	  of	  the	  vial	  after	  heat	  treatment.	  	  This	  suggests	  that	  even	  partial	  disruption	  of	  synaptic	  vesicle	  endocytosis	  prior	  to	  the	  initiation	  of	  the	  seizure	  was	  sufficient	  to	  suppress	  the	  bang-­‐sensitivity	  in	  the	  flies.	  	  	  The	  effects	  seen	  at	  “near	  restrictive”	  temperatures	  are	  consistent	  with	  previous	  observations	  that	  the	  shits1	  mutant	  is	  minimally	  defective	  at	  18°	  (the	  “permissive	  temperature”),	  with	  endocytosis	  becoming	  more	  defective	  with	  increased	  temperature,	  reaching	  a	  critical	  state	  that	  manifests	  as	  paralysis	  at	  29°	  (Kilman	  et	  al.	  2009).	  	  The	  suppression	  of	  the	  bang-­‐sensitive	  behavior	  was	  seen	  with	  both	  shits1	  and	  shits2	  alleles	  when	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tested	  in	  the	  sda	  background,	  suggesting	  that	  the	  mutant	  shi	  allele	  is	  responsible	  rather	  than	  an	  unlinked	  mutation.	  	  Additionally,	  all	  three	  genotypes	  were	  affected	  roughly	  to	  the	  same	  degree,	  suggesting	  that	  shits1	  acts	  as	  general	  seizure	  suppressor	  that	  is	  not	  specific	  to	  any	  one	  molecular	  pathway	  or	  general	  deficit	  that	  would	  be	  specific	  to	  one	  of	  the	  bang-­‐sensitive	  mutants	  rather	  than	  another.	  	  
Seizure	  suppression	  at	  elevated	  temperatures	  by	  shits1	  is	  transient	  and	  disappears	  
quickly	  	   Since	  the	  process	  of	  synaptic	  vesicle	  endocytosis	  is	  thought	  to	  occur	  in	  approximately	  ~30s	  via	  classical	  clathrin	  mediated	  endocytosis,	  clathrin-­‐coated	  pits	  corresponding	  to	  trapped	  vesicular	  intermediates	  found	  in	  heated	  shits1	  flies	  will	  disappear	  when	  endocytosis	  is	  allowed	  to	  proceed	  (Koenig	  &	  Ikeda	  1989).	  	  To	  determine	  the	  time	  scale	  of	  the	  suppression	  of	  bang-­‐sensitivity,	  and	  whether	  flies	  regain	  seizure	  sensitivity	  by	  the	  time	  that	  endocytosis	  would	  have	  potentially	  time	  to	  proceed	  and	  regenerate	  synaptic	  vesicles,	  flies	  were	  incubated	  at	  27°	  for	  3	  minutes	  to	  disrupt	  vesicle	  endocytosis,	  then	  downshifted	  to	  23°	  to	  resume	  endocytosis	  for	  various	  time	  periods	  before	  bang-­‐testing	  (Figure	  2).	  	  Our	  results	  indicate	  that	  seizures	  were	  suppressed	  only	  when	  tested	  very	  soon	  after	  the	  initial	  endocytosis	  disruption.	  	  Flies	  that	  had	  rested	  at	  room	  temperature	  for	  1	  minute	  after	  exposure	  to	  restrictive	  temperature	  were	  found	  to	  be	  bang-­‐sensitive,	  similar	  to	  controls,	  while	  flies	  rested	  for	  30	  seconds	  still	  showed	  moderate	  levels	  of	  seizure	  suppression.	  	  Therefore,	  the	  observed	  time	  length	  of	  seizure	  suppression	  generally	  correlates	  with	  the	  time	  scale	  for	  synaptic	  vesicle	  endocytosis	  and	  mobilization	  of	  newly	  formed	  vesicles	  to	  the	  readily	  releasable	  pool	  (RRP),	  allowing	  for	  seizure-­‐like	  activity	  to	  propagate.	  	  	  	  
Electrophysiological	  deficits	  in	  shits1	  mutants	  indicate	  synaptic	  transmission	  defects	  	   In	  addition	  to	  behavioral	  analysis,	  we	  can	  also	  record	  responses	  from	  the	  dorsal	  longitudinal	  muscle,	  (DLM),	  a	  flight	  muscle	  that	  participates	  in	  the	  bang-­‐sensitive	  behavior	  (Pyle	  et	  al.	  2000;	  Pavlidis	  &	  Tanouye	  1995).	  	  In	  addition	  to	  its	  role	  in	  flight,	  the	  DLM	  is	  also	  part	  of	  the	  giant	  fiber	  (GF)	  circuit,	  an	  adult	  neural	  circuit	  involved	  in	  the	  escape	  response	  (Figure	  3A).	  	  By	  delivering	  an	  electrical	  stimulus	  to	  the	  fly	  brain,	  we	  stimulate	  the	  GF	  neuron,	  sending	  an	  action	  potential	  through	  multiple	  chemical	  synapses	  part	  of	  the	  circuit	  before	  reaching	  the	  DLM	  (Allen	  et	  al.	  2006).	  	  When	  delivering	  stimuli	  to	  the	  brain	  and	  recording	  from	  the	  DLM	  in	  the	  mutant	  
shits1	  flies,	  we	  detected	  synaptic	  transmission	  defects	  not	  detected	  in	  control	  fly	  strains,	  even	  at	  permissive	  temperatures.	  	  We	  recorded	  DLM	  responses	  to	  a	  1hz	  pulse	  delivered	  to	  the	  brain	  for	  60	  seconds.	  	  We	  found	  that	  mutant	  combinations	  containing	  the	  shits1	  mutation	  were	  much	  more	  likely	  to	  fail	  to	  respond	  to	  the	  test	  pulse	  (Figure	  3B,	  3C).	  	  When	  
shits1	  flies	  did	  experience	  a	  failure,	  often	  a	  rest	  period	  of	  several	  seconds	  before	  stimulating	  would	  allow	  for	  the	  response	  to	  return.	  	  Additionally,	  the	  latency	  of	  the	  GF	  response	  was	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much	  more	  varied	  in	  shits1	  flies,	  often	  showing	  significant	  delays	  from	  the	  expected	  latency	  period	  (Figure	  3D).	  	  	  	  When	  stimulated	  in	  the	  brain,	  the	  wild	  type	  DLM	  can	  maintain	  responses	  to	  100hz	  stimulation	  (Tanouye	  &	  Wyman	  1980).	  	  While	  control	  flies	  had	  high	  rates	  of	  success	  at	  this	  high	  frequency,	  shits1	  flies	  had	  very	  high	  failure	  rates,	  usually	  only	  responding	  to	  the	  first	  stimuli	  in	  the	  stimuli	  train	  (Figure	  3E,	  3F).	  	  The	  fact	  that	  shits1	  synapses	  show	  deficiencies	  and	  failures	  in	  following	  frequency	  within	  the	  first	  10ms	  of	  electrical	  stimulus	  would	  suggest	  that	  the	  mutation	  exerts	  an	  effect	  on	  the	  release	  or	  efficiency	  of	  release	  of	  synaptic	  vesicles	  in	  addition	  to	  its	  role	  in	  synaptic	  vesicle	  endocytosis.	  	  This	  indicates	  that	  in	  addition	  to	  the	  roles	  in	  classical	  endocytosis,	  Dynamin	  could	  have	  roles	  in	  other	  processes	  at	  the	  synapse,	  especially	  with	  high-­‐frequency	  synaptic	  transmission,	  similar	  to	  previous	  observations	  (Kawasaki	  et	  al	  2000).	  	  Overall,	  the	  shits1	  mutation	  limits	  the	  ability	  of	  the	  giant	  fiber	  system	  to	  reliably	  carry	  a	  neural	  signal	  across	  the	  synapses	  between	  the	  brain	  and	  the	  DLM	  at	  both	  high	  and	  low	  frequencies.	  	  	  	  	  
No	  change	  in	  seizure	  threshold	  at	  permissive	  temperatures	  
	   In	  addition	  to	  triggering	  seizures	  with	  a	  mechanical	  stimulus,	  we	  can	  trigger	  seizures	  in	  Drosophila	  with	  a	  high	  frequency	  electrical	  stimulus	  (HFS)	  to	  the	  brain.	  	  Similar	  to	  the	  behavioral	  bang-­‐sensitive	  phenotype	  consisting	  of	  a	  period	  of	  paralysis	  and	  a	  recovery	  seizure,	  recordings	  from	  the	  DLM	  after	  presentation	  with	  a	  high-­‐frequency	  stimulation	  (0.4ms	  pulses	  at	  200hz	  for	  300ms)	  show	  an	  initial	  discharge,	  a	  period	  of	  synaptic	  failure,	  followed	  by	  a	  delayed	  discharge,	  each	  event	  corresponding	  to	  an	  event	  in	  the	  response	  to	  mechanical	  stimulation	  (Figure	  4A).	  	  The	  seizure	  threshold	  is	  the	  particular	  HFS	  voltage	  that	  triggers	  the	  seizure	  in	  the	  fly,	  with	  wild-­‐type	  flies	  having	  thresholds	  ~30V,	  and	  bang-­‐sensitive	  flies	  with	  thresholds	  ~3V-­‐10V	  depending	  on	  genotype.	  	  	  
	  Interestingly,	  the	  seizure	  threshold	  of	  the	  shits1	  mutant	  was	  no	  different	  than	  wild	  type	  at	  room	  temperature	  (Figure	  4B).	  	  Despite	  not	  being	  able	  to	  obtain	  100hz	  stimulation	  responses	  in	  the	  previous	  assay,	  DLM	  spikes	  of	  80hz	  were	  observed	  during	  the	  initial	  discharge,	  suggesting	  that	  the	  nervous	  system	  has	  the	  capacity	  for	  high	  frequency	  activity	  when	  it	  is	  triggered	  from	  HFS	  rather	  than	  evoked,	  as	  done	  previously	  with	  the	  100hz	  stimulation	  assay.	  	  Similarly,	  the	  shits1	  eas	  and	  shits1	  bss	  double	  mutants	  had	  no	  differences	  in	  the	  seizure	  threshold	  compared	  to	  controls	  (Figure	  4B).	  	  Seizure	  thresholds	  in	  parabss1/+	  heterozygotes	  with	  increasing	  levels	  of	  shits1	  mutant	  alleles	  did	  not	  show	  an	  increase	  in	  seizure	  thresholds	  at	  room	  temperature	  either,	  but	  did	  show	  more	  variation	  (Figure	  4C).	  	  Overall,	  the	  lack	  of	  differences	  in	  the	  seizure	  threshold	  between	  the	  mutants	  and	  shits1	  double	  mutants	  at	  room	  temperature	  matches	  the	  behavioral	  response	  seen	  at	  room	  temperature.	  	  Finally,	  we	  also	  utilized	  a	  chromosomal	  deficiency	  stock	  that	  deletes	  the	  shi	  gene	  to	  investigate	  the	  effect	  on	  seizure	  thresholds.	  	  Since	  null	  alleles	  of	  shi	  are	  lethal,	  we	  made	  transheterozygotes	  to	  generate	  the	  weakest	  possible	  shi	  gene	  product	  that	  would	  still	  allow	  life.	  	  As	  previous	  reports	  indicated,	  the	  (Df)1/shits1	  transheterozygote	  was	  lethal	  and	  no	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progeny	  could	  be	  collected,	  while	  a	  few	  (Df)1/shits2	  flies	  were	  produced	  from	  the	  crosses	  (Kim	  &	  Wu	  1990).	  Over	  16	  (Df)1/shits2	  flies	  were	  tested	  for	  seizure	  thresholds,	  and	  no	  seizure	  could	  ever	  be	  obtained	  from	  the	  genotype	  at	  any	  voltage	  range,	  indicating	  an	  extremely	  high	  seizure	  threshold	  in	  mutants	  with	  more	  severe	  Dynamin	  mutations.	  
	  
Discharges	  and	  hyperactivity	  associated	  with	  synaptic	  depletion	  in	  shits1	  flies	  
	   To	  determine	  the	  electrophysiological	  correlates	  and	  activity	  of	  the	  DLM	  during	  heat	  exposure,	  shits1	  flies	  were	  transiently	  exposed	  to	  elevated	  temperature	  while	  we	  recorded	  from	  the	  DLM.	  	  Previous	  studies	  have	  observed	  that	  during	  temperature	  shifts,	  excitatory	  activity	  precedes	  loss	  of	  synaptic	  transmission	  in	  the	  DLM	  (Salkoff	  &	  Kelly	  1978).	  	  	  	  We	  confirmed	  the	  flies	  led	  to	  bursts	  of	  hyperactivity	  in	  the	  DLM	  and	  failure	  to	  respond	  to	  test	  pulses	  (Figure	  5).	  	  When	  heat	  was	  removed,	  the	  flies	  would	  display	  spontaneous	  spiking	  activity	  followed	  by	  the	  ability	  for	  the	  GF	  circuit	  to	  respond	  to	  test	  pulses.	  	  Interestingly,	  the	  sequence	  of	  events	  is	  strikingly	  similar	  to	  the	  DLM	  responses	  during	  an	  electrically	  induced	  seizure,	  and	  the	  events	  displayed	  in	  the	  bang-­‐sensitive	  mutants	  to	  mechanical	  stimulation.	  	  The	  heat-­‐activated	  events	  were	  seen	  only	  in	  flies	  with	  the	  shits1	  mutation,	  suggesting	  that	  the	  heat-­‐activated	  discharges	  represent	  the	  activity	  of	  the	  GF	  circuit/DLM	  during	  the	  disruption	  of	  endocytosis.	  	  The	  similar	  response	  of	  bang-­‐sensitive	  flies	  to	  heat	  and	  to	  electrical	  or	  mechanical	  stimuli	  could	  indicate	  that	  in	  during	  a	  seizure,	  synaptic	  depletion	  of	  a	  synapse	  upstream	  of	  the	  DLM	  occurs,	  resulting	  in	  the	  failure	  of	  the	  GF	  circuit	  to	  respond	  to	  test	  pulses.	  	  After	  ~20-­‐30s	  of	  paralysis,	  in	  which	  enough	  time	  has	  elapsed	  for	  newly	  recycled	  synaptic	  vesicles	  to	  regenerate,	  flies	  then	  regain	  the	  ability	  to	  walk,	  maintain	  posture,	  and	  respond	  to	  evoked	  stimuli	  in	  the	  GF	  circuit.	  	  	  
	  
Overexpression	  of	  shits1	  in	  neurons	  suppresses	  seizures	  in	  parabss1	  and	  eas	  	   A	  reversible	  impairment	  of	  endocytosis	  using	  the	  shits1	  transgene	  combined	  with	  the	  GAL4/UAS	  has	  been	  commonly	  used	  to	  inhibit	  the	  synaptic	  transmission	  in	  different	  neuronal	  populations	  in	  order	  determine	  their	  function	  or	  involvement	  in	  different	  behaviors	  (Brand	  &	  Perrimon	  1993;	  Kitamoto	  2001).	  	  We	  tested	  UAS-­‐shits1	  transgenes	  for	  the	  ability	  to	  suppress	  seizures	  and	  used	  a	  broadly	  expressed	  neuronal	  GAL4	  line,	  R57C10-­‐
GAL4,	  which	  uses	  an	  enhancer	  from	  the	  N-­‐Syb	  gene	  (Pfeiffer	  et	  al.,	  2012).	  	  	  
	  In	  hemizygous	  parabss1	  or	  eas	  flies	  with	  R57C10-­‐GAL4/UAS-­‐shits1-­‐J100,	  we	  did	  not	  observe	  suppression	  of	  bang-­‐sensitivity	  at	  room	  temperature,	  similar	  to	  genetic	  double	  mutants,	  so	  we	  tested	  flies	  after	  pre-­‐incubation	  at	  an	  elevated	  temperature	  (28°)	  for	  3	  minutes.	  	  We	  observed	  reductions	  in	  bang-­‐sensitivity	  when	  flies	  expressed	  both	  the	  UAS-­‐
shits1	  transgene	  and	  the	  GAL4	  together	  (Figure	  6A).	  	  The	  temperature	  to	  cause	  paralysis	  in	  the	  R57C10-­‐GAL4/UAS-­‐	  shits1	  flies	  is	  higher	  than	  a	  fly	  that	  is	  genetically	  mutant	  for	  shits1,	  so	  they	  could	  be	  incubated	  at	  28°	  without	  approaching	  paralysis.	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Interestingly,	  the	  parabss1/+	  mutant	  behaved	  differently	  than	  the	  harder	  to	  suppress	  
parabss1	  and	  eas	  mutations.	  	  We	  found	  that	  two	  different	  UAS-­‐shits1	  transgenes	  suppressed	  seizures	  in	  parabss1/+	  heterozygous	  flies	  when	  tested	  at	  room	  temperature	  (permissive	  temperature),	  while	  controls	  with	  either	  the	  transgene	  or	  GAL4	  alone	  were	  still	  seizure	  sensitive	  (Figure	  6B).	  The	  two	  UAS-­‐shits1	  lines	  that	  suppressed	  bang-­‐sensitivity	  at	  room	  temperature	  have	  been	  previously	  described	  as	  strongly	  expressing	  because	  both	  contain	  multiple	  copies	  of	  the	  UAS-­‐shits1	  transgene	  (Pfeiffer	  et	  al.	  2012).	  	  Since	  seizure	  suppression	  was	  not	  observed	  in	  parabss1/shits1	  mutants	  at	  room	  temperature,	  increased	  expression	  of	  mutant	  Dynamin	  is	  likely	  responsible	  for	  the	  observed	  differences.	  	  However,	  the	  distinct	  ability	  for	  shits1	  to	  suppress	  seizures	  at	  room	  temperature	  when	  overexpressed,	  despite	  no	  major	  impairment	  or	  depletion	  of	  synaptic	  vesicles	  through	  the	  use	  of	  elevated	  temperatures,	  provides	  further	  evidence	  that	  Dynamin	  may	  also	  play	  a	  role	  in	  maintaining	  synaptic	  transmission	  in	  addition	  to	  its	  role	  in	  the	  regeneration	  of	  synaptic	  vesicles.	  	  	  	  Flies	  experiencing	  heat-­‐shocked	  induced	  disruptions	  to	  endocytosis	  during	  development	  have	  altered	  GF	  morphology	  depending	  on	  when	  during	  development	  endocytosis	  was	  affected	  (Murphey	  2003a;	  Murphey	  2003b).	  	  While	  our	  flies	  were	  raised	  at	  room	  temperature,	  to	  rule	  out	  potential	  developmental	  defects	  that	  may	  have	  influenced	  the	  bang-­‐sensitivity	  phenotype	  caused	  by	  overexpression,	  we	  performed	  temperature	  shift	  experiments	  on	  the	  parabss1/+;	  GAL4/UAS-­‐shits1-­‐J100	  flies.	  	  After	  growth	  at	  room	  temperature,	  flies	  were	  incubated	  at	  either	  18°	  or	  30°	  for	  five	  minutes	  and	  tested	  immediately.	  	  We	  also	  used	  the	  broadly	  expressed	  neuronal	  elavc155-­‐GAL4	  driver	  in	  addition	  to	  R57C10-­‐GAL4.	  	  We	  observed	  an	  increase	  in	  bang-­‐sensitivity	  at	  18°,	  and	  a	  decrease	  in	  bang-­‐sensitivity	  in	  30°	  (Figure	  6C),	  suggesting	  that	  the	  bang-­‐sensitivity	  seen	  in	  the	  flies	  is	  directly	  related	  to	  the	  severity	  of	  the	  endocytosis	  block.	  	  Additionally,	  since	  the	  suppression	  phenotype	  could	  be	  reversed	  by	  incubation	  at	  18°,	  there	  was	  no	  permanent	  damage	  or	  changes	  during	  the	  development	  of	  neural	  circuits	  that	  would	  have	  been	  responsible	  for	  the	  suppression	  of	  bang-­‐sensitivity.	  	  Since	  the	  more	  severe	  bang-­‐sensitive	  mutants	  need	  a	  stronger	  disruption	  of	  Dynamin	  and	  endocytosis	  to	  suppress	  the	  seizures	  compared	  to	  the	  parabss1	  /+	  heterozygote,	  this	  suggests	  that	  more	  synaptic	  vesicles	  are	  utilized	  or	  released	  during	  the	  seizure	  in	  eas	  and	  parabss1	  flies	  compared	  to	  parabss1/+	  flies.	  	  
Mapping	  a	  seizure	  circuit:	  disruption	  of	  endocytosis	  in	  excitatory	  neurons	  or	  the	  
giant	  fiber	  neuron	  suppresses	  seizures	  
	   Since	  shits1	  was	  effective	  at	  suppressing	  seizures	  when	  expressed	  in	  all	  neurons,	  we	  used	  it	  to	  investigate	  the	  contribution	  of	  different	  neurons	  on	  the	  bang-­‐sensitivity	  phenotype	  and	  map	  out	  a	  preliminary	  “seizure	  circuit”.	  	  Different	  GAL4	  drivers	  were	  tested	  for	  their	  ability	  to	  suppress	  bang-­‐sensitivity	  and	  increase	  seizure	  thresholds	  in	  bang-­‐sensitive	  mutant	  flies.	  	  We	  narrowed	  our	  focus	  on	  neurons	  within	  the	  giant	  fiber	  circuit	  upstream	  of	  the	  DLM.	  	  Hemizygous	  parabss1	  and	  eas	  flies	  were	  tested	  after	  pre-­‐incubation	  at	  an	  elevated	  temperature,	  while	  parabss1/+	  flies	  were	  tested	  at	  room	  temperature.	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We	  first	  tested	  whether	  disruption	  of	  the	  neuromuscular	  junction	  directly	  upstream	  of	  the	  DLM	  was	  sufficient	  to	  suppress	  bang-­‐sensitivity.	  	  We	  found	  that	  OK6-­‐GAL4,	  which	  expresses	  in	  motoneurons,	  had	  no	  effect	  on	  the	  behavioral	  bang-­‐sensitive	  phenotype	  of	  any	  of	  the	  flies.	  	  	  Matching	  the	  behavioral	  response,	  the	  seizure	  thresholds	  were	  not	  increased.	  	  This	  indicates	  that	  the	  suppression	  of	  action	  potentials	  associated	  with	  the	  seizure	  occurs	  upstream	  of	  the	  motoneuron	  within	  the	  seizure	  circuit	  (Figure	  7).	  	  	  	   Upstream	  of	  the	  DLMmn	  in	  the	  giant	  fiber	  circuit	  is	  the	  PSI	  neuron,	  an	  excitatory	  cholinergic	  interneuron	  that	  forms	  a	  chemical	  synapse	  to	  the	  DLMmn.	  	  Using	  Cha-­‐GAL4,	  which	  expresses	  in	  cholinergic	  neurons	  in	  addition	  to	  the	  PSI	  neuron,	  we	  observed	  suppression	  of	  bang-­‐sensitivity	  and	  seizure	  thresholds	  were	  increased	  (Figure	  7A,	  7B).	  	  Due	  to	  the	  widespread	  expression	  pattern	  of	  the	  Cha-­‐GAL4	  pattern,	  it	  is	  difficult	  to	  determine	  the	  specific	  contribution	  of	  the	  PSI	  neuron	  itself.	  	  However,	  these	  results	  fit	  the	  model	  that	  an	  overall	  disruption	  of	  synaptic	  transmission	  in	  excitatory	  neurons	  would	  reduce	  overall	  neuronal	  excitability	  and	  limit	  the	  spread	  of	  the	  action	  potentials	  associated	  with	  the	  seizure	  throughout	  the	  animal.	  	  Flies	  were	  also	  tested	  for	  suppression	  using	  a307-­‐GAL4,	  a	  line	  expressed	  strongly	  and	  specifically	  in	  the	  giant	  fiber	  (GF)	  neurons	  (Allen	  et	  al.	  2007).	  	  While	  there	  was	  no	  behavioral	  effect	  observed	  in	  the	  parabss1/+	  mutant	  flies,	  nor	  were	  seizure	  thresholds	  increased	  at	  room	  temperature,	  we	  did	  see	  saw	  a	  strong	  response	  with	  a307-­‐GAL4	  in	  
parabss1	  and	  eas	  genotypes	  that	  were	  incubated	  at	  28°	  before	  bang	  testing	  (Figure	  7C).	  	  Inhibition	  of	  the	  GF	  neurons	  was	  sufficient	  to	  block	  bang-­‐sensitivity,	  implicating	  them	  as	  an	  important	  pathway	  for	  the	  seizure	  to	  spread	  from	  the	  brain,	  however,	  it	  is	  difficult	  to	  determine	  in	  the	  remaining	  flies	  that	  were	  still	  bang-­‐sensitive,	  whether	  another	  potential	  seizure	  circuit	  was	  utilized	  or	  whether	  there	  was	  insufficient	  disruption	  of	  Dynamin	  in	  the	  GF	  neuron.	  	  The	  strikingly	  similar	  response	  to	  the	  different	  GAL4	  lines	  between	  the	  parabss1	  and	  the	  eas	  mutant	  suggest	  that	  the	  same	  seizure	  circuit	  is	  utilized	  between	  the	  different	  bang-­‐sensitive	  mutants	  during	  their	  responses	  to	  mechanical	  or	  electrical	  stimuli.	  	  	  	   Additionally,	  expression	  of	  shits1	  in	  the	  giant	  fiber	  neurons	  was	  sufficient	  copy	  the	  phenotype	  of	  heated	  shits1	  flies.	  	  Heated	  eas	  and	  parabss1	  flies	  with	  a307-­‐GAL4/UAS-­‐shits1-­‐J100	  showed	  DLM	  responses	  that	  were	  similar	  to	  heated	  shits1	  mutant	  flies	  (Figure	  7D,	  7E).	  	  Therefore,	  expression	  of	  shits1	  in	  the	  GF	  neuron	  is	  sufficient	  to	  produce	  the	  similar	  sequence	  of	  discharges	  and	  failures	  associated	  with	  synaptic	  depletion,	  and	  could	  be	  the	  responsible	  neuron	  for	  the	  discharges	  seen	  in	  the	  mutant.	  	  	  	   Finally,	  flies	  were	  given	  a	  HFS	  to	  attempt	  to	  induce	  seizure-­‐like	  activity	  after	  being	  heated.	  	  While	  seven	  out	  of	  nine	  control	  parabss1;	  a307-­‐GAL4/+	  flies	  experienced	  a	  seizure	  at	  5.6V	  after	  being	  heated,	  and	  did	  not	  show	  characteristic	  discharges	  of	  the	  DLM	  in	  response	  to	  heat,	  only	  one	  out	  of	  nine	  experimental	  parabss1;	  a307-­‐GAL4/	  UAS-­‐shits1-­‐J100	  experienced	  a	  seizure	  at	  5.6V,	  and	  eight	  showed	  discharges	  of	  the	  DLM	  before	  the	  seizure,	  indicating	  that	  the	  experimental	  flies	  have	  a	  higher	  seizure	  threshold	  than	  controls,	  p	  =	  0.015,	  Fisher’s	  Exact	  test	  (Figure	  7D,	  7E).	  	  Mutant	  eas;	  a307-­‐GAL4/UAS-­‐shits1-­‐J100	  flies	  also	  showed	  similar	  responses	  to	  heat	  and	  HFS	  as	  the	  parabss1	  mutant,	  indicating	  that	  seizure	  thresholds	  are	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increased	  and	  bang-­‐sensitivity	  is	  reduced	  when	  endocytosis	  is	  disrupted	  in	  the	  giant	  fiber	  neuron	  (Figure	  7F).	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Discussion	  	   Our	  goal	  was	  to	  determine	  whether	  mutations	  affecting	  synaptic	  transmission,	  that	  would	  perturb	  synaptic	  transmission	  at	  chemical	  synapses,	  would	  be	  sufficient	  to	  suppress	  seizures.	  	  Through	  the	  use	  of	  the	  temperature	  sensitive	  paralytic	  shits1	  mutation,	  we	  introduced	  a	  reversible	  block	  of	  endocytosis	  into	  the	  flies	  and	  observed	  seizure	  suppression	  in	  multiple	  bang-­‐sensitive	  genotypes,	  including	  a	  model	  of	  epilepsy	  that	  resembles	  aspects	  of	  intractable	  SCN1A	  gain-­‐of-­‐function	  mutations	  in	  humans.	  	  Our	  approach	  to	  suppress	  seizures	  and	  the	  spread	  of	  action	  potentials	  at	  chemical	  synapses	  by	  disrupting	  synaptic	  vesicle	  availability	  and	  recycling	  bypasses	  the	  requirement	  to	  overcome	  the	  difficult	  to	  suppress	  ionic	  or	  molecular	  changes	  that	  may	  be	  introduced	  by	  an	  epilepsy	  mutation,	  many	  of	  which	  are	  de	  novo.	  	  For	  example,	  AEDs	  such	  as	  phenytoin	  or	  carbamazepine	  bind	  to	  Na+	  channels	  and	  block	  high	  frequency	  firing,	  decreasing	  the	  amount	  of	  neurotransmitter	  released	  at	  synapses	  (Rogawski	  &	  Löscher	  2004).	  In	  cases	  of	  
SCN1A	  epilepsy	  mutations	  where	  there	  is	  a	  truncation	  or	  other	  disruption,	  all	  AEDs	  that	  target	  Na+	  channels	  would	  likely	  be	  ineffective.	  	  	  	   Robust	  synaptic	  transmission	  requires	  recycling	  of	  vesicles	  at	  the	  plasma	  membrane	  via	  endocytosis,	  which	  relies	  on	  Dynamin,	  in	  order	  to	  maintain	  efficient	  and	  accurate	  synaptic	  transmission.	  	  Endocytosis	  is	  especially	  critical	  for	  the	  replenishment	  of	  the	  synaptic	  vesicle	  pools	  during	  high-­‐frequency	  stimulation,	  which	  would	  be	  present	  during	  a	  seizure-­‐like	  episode	  or	  discharge.	  	  If	  the	  synapse	  were	  unable	  to	  maintain	  the	  rate	  of	  endocytosis	  and	  replenish	  the	  population	  of	  vesicles	  through	  the	  introduction	  of	  the	  shits1	  mutation,	  for	  example,	  synaptic	  transmission	  would	  be	  affected	  due	  to	  the	  unavailability	  of	  docked	  vesicles	  to	  release	  neurotransmitter.	  	  	  In	  general,	  three	  pools	  of	  vesicles	  can	  be	  found	  at	  the	  synapse	  the	  readily-­‐releasable	  pool,	  the	  recycling	  pool,	  and	  the	  reserve	  pool	  (Rizzoli	  &	  Betz	  2005).	  	  First,	  the	  readily-­‐releasable	  pool	  (RRP)	  contains	  the	  docked	  vesicles	  primed	  for	  release	  and	  contains	  only	  a	  small	  percentage	  of	  the	  total	  amount	  of	  vesicles	  in	  the	  cell.	  	  Estimates	  suggest	  that	  in	  the	  wild-­‐type	  DLMmn	  neuromuscular	  junction,	  there	  are	  only	  ~11	  docked	  vesicles	  per	  individual	  active	  zone	  (Koenig	  et	  al.	  1989).	  	  Due	  to	  their	  limited	  number,	  vesicles	  considered	  part	  of	  the	  RRP	  will	  rapidly	  deplete	  from	  single	  shocks	  of	  high-­‐frequency	  stimulation	  or	  a	  few	  milliseconds	  of	  depolarization	  (Rizzoli	  &	  Betz	  2005;	  Delgado	  et	  al.	  2000).	  	  	  	  	  	  Replacement	  of	  docked	  vesicles	  at	  the	  membrane	  and	  refilling	  of	  the	  RRP	  is	  accomplished	  by	  mobilization	  of	  vesicles	  from	  the	  recycling	  pool,	  (or	  exo/endo	  recycling	  pool),	  a	  pool	  composed	  of	  continuously	  recycling	  vesicles	  that	  are	  used	  in	  order	  to	  maintain	  moderate	  physiological	  stimulation	  frequencies	  (Rizzoli	  &	  Betz	  2005).	  	  These	  vesicles	  would	  mostly	  be	  retrieved	  by	  endocytosis	  from	  the	  plasma	  membrane,	  via	  classical	  clathrin	  mediated	  endocytosis	  (Kuromi	  &	  Kidokoro	  1998).	  	  The	  last	  pool	  of	  vesicles,	  the	  reserve	  pool,	  holds	  the	  highest	  percentage	  of	  vesicles	  and	  is	  only	  used	  in	  extreme	  circumstances	  or	  intense	  stimulation,	  and	  mixing	  between	  the	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reserve	  and	  the	  recycling	  pool	  is	  slow.	  	  It	  is	  thought	  that	  vesicles	  for	  this	  pool	  are	  mostly	  generated	  via	  bulk	  endocytosis,	  a	  non-­‐canonical	  membrane	  recycling	  pathway	  (Akbergenova	  &	  Bykhovskaia	  2009).	  	  It	  is	  unclear	  at	  this	  moment	  whether	  the	  stimulation	  needed	  to	  trigger	  a	  seizure	  also	  triggers	  mobilization	  of	  the	  reserve	  pool	  of	  vesicles,	  but	  some	  behavioral	  observations,	  such	  as	  the	  refractory	  period	  following	  a	  bang-­‐sensitive	  episode,	  in	  which	  for	  ~10min	  seizure	  thresholds	  are	  highly	  increased	  and	  flies	  are	  no	  longer	  bang-­‐sensitive,	  suggest	  that	  they	  may	  be	  mobilized	  and	  partially	  responsible	  for	  the	  lack	  of	  seizures	  following	  the	  initial	  seizure.	  	  Dynamin	  mutations	  did	  not	  alter	  the	  refractory	  period	  of	  the	  flies	  (data	  not	  shown),	  consistent	  with	  the	  mobilization	  of	  preformed	  vesicles	  from	  one	  pool	  to	  another.	  	  While	  synaptic	  vesicle	  endocytosis	  under	  normal	  physiological	  conditions	  in	  
Drosophila	  is	  mainly	  thought	  to	  occur	  through	  slow	  classical	  clathrin-­‐mediated	  endocytosis,	  there	  is	  some	  evidence	  for	  kiss-­‐and-­‐run,	  in	  which	  the	  vesicle	  forms	  only	  a	  pore	  with	  the	  membrane,	  letting	  neurotransmitter	  escape	  while	  maintaining	  the	  spherical	  structure	  and	  shape	  (Verstreken	  et	  al.	  2002).	  	  While	  the	  overall	  contribution	  or	  relevance	  of	  kiss-­‐and-­‐run	  endocytosis	  is	  mixed,	  our	  results	  show	  suppression	  of	  seizures	  at	  permissive	  temperatures	  in	  parabss1/+	  flies.	  	  Since	  no	  pre-­‐incubation	  at	  elevated	  temperatures	  was	  necessary	  in	  order	  to	  suppress	  seizures,	  and	  it	  seems	  unlikely	  that	  all	  synaptic	  vesicles	  would	  be	  utilized	  within	  the	  short	  time-­‐frame	  of	  either	  electrical	  or	  mechanical	  stimulation,	  recycling	  of	  vesicles	  via	  kiss-­‐and-­‐run	  endocytosis	  could	  be	  critical	  for	  the	  normal	  functioning	  of	  the	  seizure	  circuit	  in	  the	  fly.	  	  The	  homology	  of	  the	  Dynamin	  protein	  is	  highly	  conserved	  between	  Drosophila	  and	  mammals,	  despite	  three	  separate	  Dynamin	  genes	  in	  mammals	  (Praefcke	  &	  McMahon	  2004).	  	  For	  example,	  homologous	  mutations	  of	  shits1	  in	  mammalian	  Dynamin-­‐1	  also	  causes	  temperature-­‐sensitive	  disruption	  of	  endocytosis	  (Damke	  et	  al.	  1995). 
 Interestingly,	  studies	  in	  mice	  have	  shown	  that	  the	  fitful	  mutant,	  caused	  by	  a	  missense	  mutation	  in	  Dynamin-­‐1,	  exhibits	  spontaneous	  limbic	  and	  generalized	  tonic-­‐clonic	  seizures	  upon	  routine	  handling	  (Boumil	  et	  al.	  2010).	   The	  seizure-­‐like	  activity	  detected	  in	  the	  DLM	  from	  heated	  shits1	  flies	  could	  resemble	  aspects	  of	  the	  fitful	  mutant.	  	  In	  fact,	  the	  Dynamin	  mutant	  shits1	  was	  characterized	  early	  as	  a	  “temperature	  sensitive	  induced	  seizure	  mutant”	  mutant	  before	  it	  was	  later	  described	  more	  often	  as	  a	  temperature	  sensitive	  paralytic	  (Salkoff	  &	  Kelly	  1978).	  	  Why	  there	  is	  excitatory	  activity	  is	  unclear,	  but	  one	  possible	  explanation	  is	  that	  different	  neurons	  within	  the	  fly	  have	  different	  thresholds	  or	  numbers	  of	  vesicles	  in	  the	  readily	  releasable	  pool.	  	  Therefore,	  inhibitory	  neurons	  that	  keep	  the	  activity	  the	  DLM	  quiet	  are	  inhibited	  first	  by	  shits1,	  leading	  to	  spontaneous	  discharges	  of	  the	  DLM	  when	  that	  tonic	  inhibition	  is	  removed.	  	  The	  somewhat	  paradoxical	  role	  of	  Dynamin	  in	  either	  promoting	  seizures	  or	  suppressing	  seizures	  indicates	  the	  importance	  of	  proper	  regulation	  of	  synaptic	  vesicles	  on	  overall	  excitability	  within	  the	  animal.	  
 Other	  genes	  linked	  to	  epilepsy	  have	  different	  alleles	  that	  can	  drastically	  alter	  the	  balance	  of	  neural	  excitability.	  	  For	  example,	  in	  mice	  and	  humans,	  missense	  mutations	  of	  the	  
Cacna1a	  calcium	  channel	  have	  been	  linked	  to	  absence	  seizures,	  while	  in	  Drosophila,	  mutations	  in	  the	  homologous	  channel,	  cacTS2	  show	  heat-­‐activated	  seizures	  but	  is	  also	  a	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suppressor	  of	  bang-­‐sensitive	  mutants	  (Zamponi	  et	  al.	  2009).	  	  Additionally,	  there	  are	  different	  para	  alleles	  in	  Drosophila	  that	  can	  either	  cause	  bang-­‐sensitivity,	  seizure	  suppression,	  heat-­‐activated	  seizure	  sensitivity,	  cold	  sensitivity,	  or	  temperature	  sensitive	  paralysis,	  all	  extremes	  of	  either	  hyper	  or	  hypo	  activity	  of	  the	  sodium	  channel	  (Sun	  et	  al.	  2012;	  Schutte	  et	  al.	  2014;	  Parker,	  Padilla,	  et	  al.	  2011b;	  Lindsay	  et	  al.	  2008).	  
	  There	  are	  two	  distinct	  classes	  of	  bang-­‐sensitive	  suppressor	  mutations:	  one	  that	  suppresses	  only	  on	  specific	  mutants,	  and	  another	  class	  that	  acts	  as	  general	  seizure	  suppressors.	  	  The	  work	  from	  this	  study	  shows	  that	  disrupting	  chemical	  synapses	  with	  gain	  of	  function	  shits1	  mutation	  suppresses	  bang-­‐sensitivity	  fairly	  similarly	  between	  parabss1,	  eas,	  and	  sda.	  	  Therefore,	  suppression	  by	  the	  shits1	  mutation	  reveals	  a	  common	  molecular	  pathway	  shared	  among	  the	  bang-­‐sensitive	  mutant	  class,	  something	  that	  was	  expected	  with	  our	  knowledge	  of	  how	  seizures	  travel	  through	  the	  nervous	  system.	  	  	  
	  A	  full	  understanding	  of	  the	  neurons	  involved	  in	  the	  spread	  of	  the	  seizure	  from	  the	  electrical	  or	  mechanical	  origin	  of	  the	  seizure	  to	  the	  DLM	  motor	  output	  (the	  entire	  “seizure	  circuit”)	  is	  unknown.	  	  One	  difficulty	  is	  that	  the	  activity	  and	  connections	  of	  neurons	  that	  may	  be	  involved	  in	  the	  behavior	  are	  still	  relatively	  unknown	  in	  the	  healthy	  animal,	  let	  alone	  how	  they	  then	  might	  function	  or	  interact	  in	  a	  disease	  state,	  such	  as	  epilepsy.	  	  For	  example,	  expression	  of	  wild-­‐type	  eas+	  in	  cholinergic	  neurons	  is	  sufficient	  to	  suppress	  bang-­‐sensitivity	  in	  eas	  mutants,	  while	  RNAi	  of	  kazachoc	  (kcc)	  in	  neurons,	  glia,	  or	  the	  giant	  fiber	  neuron	  independently	  caused	  seizure-­‐sensitivity	  (Kroll	  &	  Tanouye	  2013;	  Rusan,	  Kingsford	  &	  Tanouye	  2014b).	  	  With	  these	  results,	  it	  is	  difficult	  to	  determine	  if	  those	  neurons	  targeted	  were	  actually	  part	  of	  the	  circuit	  in	  which	  the	  seizure	  travels	  within,	  or	  if	  compensating	  for	  an	  ionic	  or	  molecular	  defect,	  independent	  of	  the	  neurons,	  eliminated	  seizures	  and	  circuits	  the	  seizure	  travels	  through.	  
	  Our	  data	  suggests	  that	  action	  potentials	  associated	  with	  bang-­‐sensitivity	  originate	  in	  the	  brain	  and	  then	  spread	  to	  downstream	  motor	  outputs	  through	  the	  giant	  fiber	  (GF)	  neuron,	  passing	  through	  the	  PSI	  and	  DLMmn	  before	  being	  detected	  as	  the	  series	  of	  discharges	  and	  failures	  in	  the	  DLM.	  	  Overexpression	  of	  shits1	  in	  all	  neurons,	  excitatory	  cholinergic	  neurons,	  or	  the	  giant	  fiber	  (GF)	  neuron	  was	  sufficient	  for	  suppression	  of	  bang-­‐sensitivity.	  	  We	  also	  tested	  an	  assortment	  of	  ~40	  other	  GAL4	  lines	  with	  various	  sparse	  expression	  patterns	  and	  found	  no	  significant	  seizure	  suppression	  (data	  not	  shown),	  indicating	  specific	  requirements	  for	  a	  given	  GAL4	  line	  to	  suppress	  seizures.	  	  	  	  We	  cannot	  confirm	  to	  what	  extent	  the	  PSI	  neuron	  alone	  has	  on	  the	  suppression	  of	  the	  seizures,	  since	  the	  GAL4	  line	  expresses	  in	  many	  other	  additional	  cells	  (cholinergic)	  outside	  of	  the	  circuit.	  	  However,	  it	  does	  appear	  to	  be	  that	  the	  PSI,	  in	  addition	  to	  the	  GF,	  has	  an	  important	  role	  in	  the	  manifestation	  of	  the	  seizures.	  	  For	  one,	  previous	  studies	  have	  shown	  that	  seizures	  and	  discharges	  are	  not	  detected	  in	  the	  tergortrochanteral	  muscle	  (TTM),	  despite	  both	  the	  DLM	  and	  TTM	  responding	  to	  input	  from	  the	  GF	  neuron	  (Pavlidis	  &	  Tanouye	  1995).	  	  This	  is	  because	  the	  TTMmn	  is	  innervated	  directly	  by	  the	  GF,	  while	  the	  DLMmn	  is	  directly	  innervated	  by	  the	  PSI	  neuron,	  which	  receives	  its	  input	  from	  the	  GF.	  	  Additionally,	  due	  to	  the	  independent	  recovery	  of	  the	  individual	  DLM	  fibers	  during	  the	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recovery	  from	  a	  seizure,	  and	  the	  ability	  for	  DLMmns	  to	  fire	  action	  potentials	  when	  directly	  stimulated	  in	  the	  thorax	  during	  the	  failure	  period	  of	  the	  seizure,	  it	  was	  reasoned	  that	  the	  PSI-­‐DLMmn	  synapse	  was	  site	  of	  synaptic	  failure	  following	  the	  high-­‐frequency	  stimulus	  necessary	  to	  trigger	  a	  seizure	  (Pavlidis	  &	  Tanouye	  1995).	  	  Our	  data	  from	  this	  study	  suggests	  that	  indirectly	  inhibiting	  the	  PSI	  neuron	  by	  inhibiting	  the	  upstream	  GF	  neuron	  could	  be	  preventing	  the	  failure	  of	  the	  PSI	  neuron,	  and	  therefore,	  the	  discharges	  and	  failures	  observed	  in	  the	  DLM	  that	  are	  associated	  with	  the	  response	  to	  mechanical	  or	  electrical	  stimuli	  sufficient	  to	  trigger	  a	  seizure.	  	  More	  detailed	  and	  comprehensive	  GAL4	  lines/split-­‐GAL4	  lines	  that	  express	  only	  in	  the	  PSI	  neuron	  will	  enable	  a	  more	  rigorous	  test	  of	  this	  hypothesis.	  	  
	  Synaptic	  vesicles	  are	  the	  basic	  unit	  of	  synaptic	  transmission,	  converting	  changes	  in	  ionic	  current	  and	  the	  total	  excitability	  of	  a	  particular	  synaptic	  terminal	  into	  account.	  	  Thus,	  synaptic	  vesicles	  seem	  to	  be	  an	  important	  and	  critical	  target	  for	  prevention	  of	  aberrant	  action	  potentials	  and	  hyperactivity	  seen	  in	  patients	  with	  epilepsy.	  	  	  	  Recent	  progress	  to	  suppress	  epilepsy	  and	  seizures	  has	  emphasized	  the	  use	  of	  various	  light-­‐gated	  or	  chemical-­‐gated	  channels,	  expressed	  in	  different	  neurons	  and	  circuits	  within	  the	  brain	  (Tønnesen	  et	  al.	  2009;	  Sukhotinsky	  et	  al.	  2013;	  Kätzel	  et	  al.	  2014).	  	  While	  these	  show	  great	  promise,	  the	  problems	  with	  these	  types	  of	  manipulations	  in	  human	  patients	  will	  be	  halted	  by	  the	  ability	  to	  safely	  perform	  genome	  editing	  in	  human	  tissues,	  a	  significant	  technological	  challenge.	  	  Our	  study	  has	  shown	  that	  inhibiting	  Dynamin	  and	  perturbing	  endocytosis	  can	  act	  as	  a	  potent	  seizure	  suppressor.	  	  Therefore,	  we	  imagine	  that	  other	  proteins	  involved	  with	  synaptic	  vesicle	  regulation,	  biogenesis,	  or	  mobilization	  could	  be	  potential	  new	  targets	  for	  AEDs	  without	  the	  necessity	  of	  novel	  expression	  of	  channels	  or	  pumps,	  which	  could	  be	  more	  quickly	  implemented.	  	  	   	  
	  58	  
Figures	  and	  Figure	  Legends	  	  Figure	  1	  	   Figure	  1:	  The	  mutation	  
shibirets1	  suppresses	  bang-­‐sensitive	  behavior	  in	  different	  bang-­‐sensitive	  mutants.	  	  A)	  An	  overview	  of	  the	  response	  to	  mechanical	  stimulation	  in	  the	  bang-­‐sensitive	  mutants.	  	  The	  bang-­‐sensitive	  mutant	  class	  undergoes	  a	  seizure-­‐like	  episode	  following	  mechanical	  stimulation	  (a	  “bang”).	  	  After	  the	  initial	  seizure,	  there	  is	  a	  paralysis	  period	  of	  approximately	  ~20-­‐50s	  depending	  on	  genotype,	  followed	  by	  a	  recovery	  seizure	  of	  varying	  length,	  also	  dependent	  on	  genotype.	  	  Wild-­‐type	  flies	  do	  not	  experience	  this	  phenomenon.	  	  B)	  The	  bang-­‐sensitivities	  seen	  in	  sda	  mutant	  flies	  combined	  with	  either	  
shits1	  or	  shits2	  mutations	  differ	  from	  wild-­‐type.	  	  At	  room	  temperature,	  control	  flies	  were	  99%	  bang-­‐sensitive,	  while	  shits1;sda	  and	  shits2;sda	  double	  mutants	  showed	  bang-­‐sensitivities	  of	  90%	  and	  81%,	  respectively,	  P	  <	  0.0001,	  Chi	  Square	  Test.	  	  There	  was	  no	  change	  in	  bang-­‐sensitivity	  at	  room	  temperature	  with	  
shits1	  eas	  or	  shits1	  parabss1	  double	  mutant	  combinations,	  which	  are	  harder	  mutations	  to	  suppress	  than	  sda.	  	  C)	  At	  23°,	  no	  differences	  in	  bang-­‐sensitivity	  were	  seen	  in	  parabss1	  /+	  mutants	  with	  increasing	  dosages	  of	  mutant	  
shi.	  	  P	  =	  0.26,	  Chi	  Square	  Test.	  	  D)	  To	  further	  inactivate	  shi	  and	  test	  responses	  to	  more	  severe	  disruptions	  of	  endocytosis,	  flies	  were	  raised	  at	  room	  temperature	  and	  then	  shifted	  to	  an	  elevated	  temperature	  for	  3	  min	  in	  a	  water	  bath,	  and	  then	  flies	  were	  tested	  at	  room	  temperature	  after	  removal	  from	  the	  water	  bath.	  	  While	  there	  was	  no	  effect	  at	  room	  temperature,	  double	  mutant	  eas	  shits1	  flies	  were	  56%	  and	  36%	  bang	  sensitive	  after	  3-­‐minute	  incubation	  at	  26°	  and	  27°,	  respectively,	  while	  controls	  were	  still	  highly	  bang	  sensitive.	  	  P	  =	  0.0007	  at	  26°,	  and	  P	  <	  0.0001	  at	  27°,	  Fisher’s	  Exact	  Test.	  	  The	  bang	  sensitivity	  seen	  in	  parabss1	  is	  suppressed	  by	  shits1.	  	  At	  27°,	  bang	  sensitivity	  was	  58%	  for	  the	  shits1	  parabss1	  double	  mutant,	  while	  the	  parabss1	  control	  was	  83%.	  	  P	  <	  0.0001,	  Fisher’s	  Exact	  Test.	  	  	  At	  higher	  temperatures,	  the	  trend	  continues	  with	  decreased	  levels	  of	  bang	  sensitivity.	  	  At	  27°,	  shi;sda	  flies	  often	  displayed	  hyperactive	  behavior.	  	  P	  <	  0.0001	  at	  26°,	  and	  27°,	  Chi	  Square	  Test.	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  Figure	  2	  
	  	  Figure	  2:	  The	  effect	  of	  seizure	  suppression	  is	  correlated	  to	  the	  timescale	  of	  synaptic	  vesicle	  recycling.	  	  A)	  Flies	  were	  heat-­‐shocked	  at	  27°	  for	  3	  minutes	  to	  disrupt	  endocytosis,	  then	  flies	  were	  rested	  at	  room	  temperature	  for	  various	  recovery	  times	  before	  bang-­‐testing.	  	  Data	  from	  time	  point	  0	  is	  from	  Figure	  1D	  for	  comparison.	  	  Flies	  continue	  to	  experience	  seizure	  suppression	  for	  a	  minimum	  of	  30	  seconds	  after	  return	  to	  permissive	  temperatures.	  	  Longer	  periods	  of	  recovery	  no	  longer	  suppress	  seizures.	  	  Each	  time	  point	  analyzed	  by	  Fisher’s	  Exact	  test	  between	  control	  and	  experimental	  for	  each	  genotype.	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  Figure	  3	   	  	  Figure	  3:	  Electrophysiological	  phenotypes	  in	  shits1	  A)	  Cartoon	  overview	  of	  the	  recording	  and	  stimulation	  paradigm	  of	  the	  giant	  fiber	  circuit	  in	  Drosophila.	  	  Stimulation	  to	  the	  brain	  activates	  the	  GF,	  which	  synapses	  to	  the	  excitatory	  peripherally	  synapsing	  interneuron,	  which	  then	  synapses	  to	  the	  dorsal	  longitudinal	  muscle	  (DLM)	  motoneurons	  (DLMmns),	  which	  results	  in	  all-­‐or-­‐none	  activation	  of	  the	  DLM.	  	  Latency	  from	  stimulation	  to	  DLM	  response	  is	  approximately	  1.4	  ms.	  	  B)	  Example	  responses	  to	  a	  1hz	  test	  pulse	  for	  a	  total	  of	  60	  stimuli.	  	  Flies	  were	  tested	  at	  a	  voltage	  1.5x	  higher	  than	  their	  giant	  fiber	  threshold	  to	  ensure	  consistent	  activation	  of	  the	  pathway.	  	  No	  differences	  in	  giant	  fiber	  threshold	  voltages	  were	  observed.	  	  C)	  While	  wild-­‐type	  and	  sda	  control	  flies	  never	  failed	  to	  respond	  to	  a	  1hz	  test	  pulse,	  shits1	  flies	  averaged	  23	  failures,	  and	  shits1;	  sda	  flies	  averaged	  21	  failures	  over	  the	  course	  of	  60	  stimuli,	  indicating	  deficiencies	  in	  responding	  to	  evoked	  stimuli,	  P	  =	  0.0012	  &	  P=	  0.03,	  Student’s	  t-­‐test.	  	  D)	  Ten	  consecutive	  DLM	  responses	  from	  brain	  stimulation	  overlaid.	  	  Wild-­‐type	  Canton	  S	  flies	  show	  extreme	  fidelity	  and	  precision,	  while	  shits1	  flies	  initially	  show	  wild-­‐type	  responses	  but	  then	  start	  to	  show	  varied	  latencies	  in	  their	  responses.	  	  E)	  Test	  with	  100hz	  stimuli	  were	  performed.	  	  Ten	  trains	  of	  ten	  100hz	  spikes	  were	  delivered	  to	  the	  flies	  with	  a	  4	  second	  rest	  period	  between	  each	  train,	  totaling	  100	  stimuli.	  	  The	  percentage	  of	  successful	  responses	  were	  calculated	  for	  each	  animal,	  and	  averaged	  for	  each	  genotype.	  	  The	  shits1	  mutant	  was	  completely	  unable	  to	  respond	  at	  this	  frequency,	  with	  usually	  only	  the	  first	  response	  of	  each	  train	  eliciting	  a	  response.	  	  In	  contrast,	  wild-­‐type	  flies	  were	  able	  to	  follow	  over	  80%	  of	  the	  responses.	  	  Example	  traces	  show	  one	  train	  out	  of	  the	  ten	  presented	  to	  the	  fly.	  	  Statistical	  analysis	  was	  performed	  with	  one-­‐way	  ANOVA,	  followed	  by	  a	  post-­‐hoc	  Tukey’s	  HSD	  Test.	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Figure	  4	  	  
	  	  Figure	  4:	  	  Seizure	  thresholds	  at	  room	  temperature	  are	  unchanged.	  	  A)	  The	  stereotypical	  response	  to	  a	  high-­‐frequency	  stimulus,	  recorded	  from	  the	  DLM.	  	  The	  stimulation,	  consisting	  of	  0.4ms	  pulses	  at	  200hz	  for	  300ms,	  triggers	  a	  seizure-­‐like	  episode	  when	  voltage	  is	  sufficient.	  	  	  After	  stimulation,	  an	  initial	  discharge	  (ID)	  is	  observed,	  followed	  by	  failure	  of	  the	  giant	  fiber	  circuit	  to	  respond	  to	  test	  pulses.	  	  The	  last	  event	  in	  the	  electrically	  triggered	  seizure	  behavior	  is	  a	  delayed	  discharge	  (DD),	  which	  is	  accompanied	  by	  the	  ability	  of	  the	  giant	  fiber	  to	  regain	  the	  ability	  to	  respond	  to	  test	  pulses	  in	  the	  brain	  and	  normal	  function	  of	  the	  GF	  circuit.	  	  B)	  Seizure	  thresholds	  were	  measured	  at	  room	  temperature,	  and	  compared	  between	  the	  bang-­‐sensitive	  mutant	  alone,	  and	  the	  bang-­‐sensitive	  mutant	  combined	  with	  the	  shits1	  mutation.	  	  There	  were	  no	  significant	  differences	  in	  seizure	  thresholds	  detected,	  similar	  to	  the	  responses	  seen	  behaviorally	  at	  room	  temperature,	  Student’	  t-­‐test	  &	  one-­‐way	  ANOVA.	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Figure	  5	  
	  	  Figure	  5:	  Discharges	  and	  failures	  in	  shits1	  heated	  flies.	  	  A)	  Wild-­‐type	  Canton	  S	  fly	  was	  heated	  during	  a	  DLM	  recording	  and	  synaptic	  activity	  was	  monitored	  by	  0.5hz	  stimulation	  (test	  pulses).	  	  Responses	  from	  the	  DLM	  were	  never	  lost	  during	  the	  recording	  session,	  and	  no	  discharges	  were	  observed.	  	  B)	  In	  contrast	  to	  wild-­‐type	  flies,	  shits1	  flies	  experienced	  discharges	  and	  high-­‐frequency	  spiking	  in	  response	  to	  heat	  exposure.	  	  C)	  Mutant	  
eas	  flies	  showed	  similar	  phenotype	  to	  WT.	  D)	  An	  eas	  shits1	  fly	  was	  blown	  with	  room	  temperature	  air	  and	  then	  heated	  air.	  	  Only	  heat	  acted	  as	  the	  trigger	  of	  discharges	  in	  shits1	  animals.	  	  E)	  Additional	  example	  of	  discharges	  in	  shits1	  animal,	  monitoring	  synaptic	  transmission	  with	  test	  pulses.	  	  After	  heat	  exposure,	  no	  DLM	  responses	  are	  seen,	  but	  responses	  eventually	  recover.	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Figure	  6	   	  Figure	  6:	  Overexpression	  of	  shits1	  with	  the	  GAL4/UAS	  system	  suppresses	  seizures	  at	  permissive	  and	  near-­‐restrictive	  temperatures,	  dependent	  on	  the	  bang	  sensitive	  mutant.	  	  A)	  Seizures	  in	  parabss1	  and	  eas	  flies	  are	  suppressed	  with	  overexpression	  of	  shits1.	  	  The	  GAL4	  driver	  
R57C10	  was	  combined	  with	  different	  UAS-­‐shits1	  transgenes	  to	  express	  the	  mutant	  gene.	  	  	  Temperature	  shifts	  to	  28°	  for	  3	  minutes	  were	  performed	  on	  parabss1	  and	  eas	  hemizgotes	  expressing	  UAS-­‐shits1(J100)	  or	  UAS-­‐shits1(Kitamoto)	  with	  the	  57C10-­‐GAL4	  line,	  which	  expresses	  pan-­‐neuronally,	  or	  GAL4U,	  which	  does	  not	  have	  nervous	  system	  expression.	  	  Both	  genotypes	  showed	  bang-­‐sensitivity	  levels	  around	  20%	  with	  the	  UAS-­‐shits1(J100)	  transgene,	  P	  <	  0.0001,	  Fisher’s	  	  Exact	  Test.	  	  	  B)	  Seizures	  in	  parabss1/+	  flies	  are	  suppressed	  at	  room	  temperature	  (23°)	  using	  the	  GAL4/UAS	  to	  express	  shits1.	  	  	  At	  room	  temperature,	  there	  was	  a	  reduction	  in	  the	  proportion	  of	  parabss1/+	  flies	  experiencing	  a	  seizure	  when	  both	  the	  UAS-­‐shits1(J100)	  transgene	  and	  the	  GAL4	  line	  were	  combined,	  with	  43%	  of	  the	  flies	  experiencing	  seizures,	  compared	  to	  88%	  and	  84%	  for	  controls,	  P	  <	  0.0001,	  Chi	  Square	  test.	  	  The	  Kitamoto	  line	  also	  had	  significant	  effects	  at	  room	  temperature,	  P	  <	  0.0001,	  Fisher’s	  Exact	  test.	  	  There	  was	  no	  effect	  on	  hemizygous	  
parabss1	  males	  at	  23°,	  indicating	  that	  a	  stronger	  blockade	  of	  synaptic	  vesicle	  recycling	  than	  can	  be	  achieved	  at	  room	  temperature	  is	  required	  to	  suppress	  seizures	  in	  that	  mutant.	  	  C)	  Temperature	  shifts	  were	  performed	  on	  parabss1/+	  flies	  with	  two	  broadly	  expressed	  neuronal	  GAL4	  drivers	  and	  UAS-­‐shits1-­‐J100	  transgenes,	  compared	  to	  GAL4	  control	  line.	  	  The	  parabss1/+	  mutants	  showed	  increased	  bang-­‐sensitivity	  when	  shifted	  to	  18°.	  	  In	  contrast,	  flies	  that	  were	  shifted	  to	  a	  30°	  air	  incubator	  all	  experienced	  fewer	  seizures.	  	  While	  controls	  were	  also	  affected	  by	  temperature,	  making	  it	  difficult	  to	  determine	  the	  magnitude	  of	  the	  effects,	  they	  were	  less	  affected	  than	  any	  lines	  expressing	  shits1.	  ***P	  <	  0.001,	  Chi	  Square	  Test.	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Figure	  7	   	  Figure	  7:	  Involvement	  of	  the	  giant	  fiber	  circuit	  in	  suppression	  of	  seizure-­‐like	  activity	  in	  the	  DLM.	  	  	  	  
A)	  Using	  the	  GAL4/UAS	  system,	  we	  expressed	  shits1	  in	  different	  neurons	  by	  choosing	  GAL4	  drivers	  that	  have	  expression	  patterns	  with	  the	  giant	  fiber	  circuit.	  	  No	  effect	  was	  seen	  with	  
OK6-­‐GAL4,	  which	  expresses	  in	  motoneurons,	  or	  a307-­‐GAL4,	  which	  expresses	  in	  the	  giant	  fiber	  neurons.	  	  However,	  there	  were	  significant	  effects	  with	  Cha-­‐GAL4,	  with	  only	  30%	  of	  the	  flies	  experiencing	  seizures.	  	  ***P<0.0001,	  **P<0.001,	  Fisher’s	  Exact	  Test.	  	  For	  comparison,	  experiments	  with	  R57C10-­‐GAL4	  are	  the	  same	  data	  from	  Figure	  6.	  	  B)	  Heterozygous	  parabss1/+	  flies	  expressing	  UAS-­‐
shits1(J100)	  	  with	  different	  GAL4	  lines	  were	  tested	  at	  room	  temperature	  for	  seizure	  thresholds.	  	  Similar	  to	  behavioral	  results,	  the	  
57C10-­‐GAL4	  and	  Cha-­‐GAL4	  lines	  increased	  seizure	  thresholds	  to	  17V	  and	  29V	  compared	  to	  7.5V	  for	  the	  control.	  	  **P	  =<0.01,	  *P<0.05	  by	  one-­‐way	  ANOVA	  followed	  by	  post-­‐hoc	  Bonferroni	  and	  Holm	  correction	  (groups	  vs	  control).	  	  C)	  Hemizygous	  
parabss1	  and	  eas	  flies	  were	  tested	  for	  bang-­‐sensitivity	  after	  a	  3	  minute	  incubation	  at	  28°	  while	  expressing	  UAS-­‐shits1(J100)	  	  with	  different	  GAL4	  lines.	  	  Strong	  effects	  were	  seen	  with	  
R57C10-­‐GAL4,	  Cha-­‐GAL4,	  and	  a307-­‐GAL4	  lines.	  	  ***P<0.0001	  ,	  **P<0.001,	  Fisher’s	  Exact	  Tests.	  	  D)	  A	  parabss1;	  
a307-­‐GAL4/+	  control	  fly	  was	  heated	  and	  stimulated	  with	  a	  HFS	  at	  5.6V	  to	  attempt	  to	  trigger	  a	  seizure.	  	  The	  control	  fly	  had	  a	  stereotypic	  seizure,	  with	  an	  initial	  discharge	  (ID),	  followed	  by	  synaptic	  failure,	  followed	  by	  a	  delayed	  discharge	  (DD).	  	  E)	  A	  
parabss1;	  a307-­‐GAL4/UAS-­‐shits1-­‐J100	  fly	  was	  heated	  and	  stimulated	  with	  a	  HFS	  at	  5.6V	  to	  attempt	  to	  trigger	  a	  seizure.	  	  The	  fly	  did	  not	  experience	  any	  seizure	  or	  failures	  to	  the	  5.6V	  stimulus.	  	  F)	  Similar	  to	  E,	  an	  eas;	  a307-­‐GAL4/UAS-­‐shits1-­‐J100	  fly	  was	  heated	  and	  stimulated	  with	  a	  HFS	  at	  5.6V	  to	  attempt	  to	  trigger	  a	  seizure.	  	  The	  fly	  did	  not	  experience	  any	  seizure	  or	  failures	  to	  the	  5.6V	  stimulus.	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Genetics	  of	  seizure	  suppression	  in	  Drosophila	  	  	   One	  major	  goal	  was	  to	  identify	  genes	  and	  mutations	  that	  can	  suppress	  seizures	  in	  
Drosophila.	  	  Restoration	  of	  the	  protein	  Ethanolamine	  Kinase	  in	  eas	  mutant	  flies	  was	  sufficient	  to	  suppress	  seizures	  when	  expressed	  only	  in	  adults.	  	  These	  temporal	  requirements	  indicate	  that	  the	  eas	  gene	  is	  needed	  for	  the	  functioning	  of	  neural	  circuits,	  rather	  than	  the	  development	  of	  them,	  which	  was	  suggested	  previously	  by	  the	  significant	  developmental	  defects	  in	  the	  mutant	  resulting	  from	  reduced	  neuroblast	  cell	  divisions	  (Pascual	  et	  al.	  2005).	  	  	  	  	   To	  identify	  additional	  genes	  involved	  in	  suppression	  of	  seizures,	  we	  tested	  synaptic	  transmission	  mutants.	  	  One	  of	  the	  mutants	  was	  shibirets1,	  encoding	  for	  Dynamin,	  a	  protein	  required	  for	  pinching	  off	  synaptic	  vesicles	  from	  the	  plasma	  membrane	  and	  other	  compartments	  within	  the	  cell.	  	  The	  shits1	  mutant	  restricts	  the	  ability	  for	  each	  synapse	  to	  quickly	  replenish	  the	  synaptic	  vesicles	  that	  are	  docked	  at	  the	  membrane.	  	  Since	  individual	  action	  potentials	  within	  the	  circuit	  can	  still	  function	  normally,	  and	  only	  begin	  to	  show	  failures	  in	  high-­‐frequency	  situations,	  the	  shits1	  seizure	  suppressor	  mutation	  resembles	  the	  basic	  effects	  of	  the	  AED	  phenytoin	  and	  other	  Na+	  targeted	  AEDs,	  but	  does	  so	  without	  involvement	  of	  Na+	  channels.	  	  Preserving	  the	  ability	  to	  maintain	  lower	  rates	  of	  action	  potentials	  is	  important	  for	  AED	  design,	  since	  a	  drug	  that	  completely	  knocks	  out	  synaptic	  transmission	  would	  have	  too	  many	  undesirable	  side	  effects	  to	  be	  of	  practical	  use	  outside	  of	  strong	  anesthetics.	  	  
Seizure	  circuits	  in	  Drosophila	  	   	  While	  the	  exact	  molecular	  deficit	  that	  results	  in	  seizures	  in	  still	  unclear	  in	  eas	  mutants,	  excitatory	  cholinergic	  circuits	  are	  largely	  responsible	  for	  the	  seizures,	  rather	  than	  a	  lack	  of	  inhibitory	  activity.	  	  When	  using	  shits1	  	  to	  suppress	  eas,	  larger	  groups	  of	  neurons	  (pan	  neuronal)	  were	  required.	  	  GAL4	  lines	  that	  expressed	  in	  smaller,	  random	  subsets	  of	  cells	  had	  no	  effect	  on	  the	  seizure	  phenotype.	  	  However,	  one	  small	  subset	  of	  neurons	  that	  had	  a	  strong	  effect	  was	  the	  giant	  fiber	  neurons,	  which	  were	  sufficient	  to	  suppress	  seizures	  in	  eas,	  and	  also	  parabss1.	  	  Activation	  or	  excitation	  of	  the	  giant	  fiber	  neurons	  also	  seems	  to	  be	  required	  for	  initiation	  of	  the	  seizure-­‐like	  behavior,	  since	  the	  seizure	  threshold	  of	  a	  fly	  is	  always	  higher	  than	  the	  threshold	  required	  to	  initiate	  a	  GF	  response.	  	  	  
Future	  Directions	  	   	  The	  effectiveness	  of	  the	  shi	  mutation	  on	  the	  most	  severe	  seizure	  sensitive	  mutant,	  
parabss1,	  indicates	  that	  the	  restriction	  of	  synaptic	  vesicles	  could	  be	  a	  viable	  candidate	  for	  future	  studies	  and	  for	  amelioration	  of	  currently	  intractable	  epilepsy	  mutations.	  	  How	  might	  we	  extrapolate	  these	  findings	  to	  identify	  new	  seizure	  suppressor	  mutations	  or	  pathways?	  	  Extending	  our	  view	  away	  from	  the	  synapse	  and	  Dynamin,	  one	  group	  of	  proteins	  that	  are	  necessary	  for	  synaptic	  vesicle	  transport,	  trafficking,	  and	  even	  endocytosis	  are	  Rab	  GTPases	  (Somsel	  Rodman	  &	  Wandinger-­‐Ness	  2000).	  	  These	  proteins,	  due	  to	  their	  large	  quantity	  and	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diverse	  and	  specific	  roles,	  suggest	  that	  slight	  or	  minor	  alterations	  could	  potentially	  influence	  synaptic	  transmission	  enough	  to	  suppress	  seizures	  or	  high-­‐frequency	  activity.	  	  	  	   Overall,	  the	  power	  of	  Drosophila	  genetics	  and	  genetic	  tools	  that	  allow	  for	  manipulating	  of	  neural	  circuits	  will	  inform	  us	  about	  some	  of	  the	  important	  basic	  mechanisms	  and	  pathways	  in	  the	  quest	  to	  fully	  understand	  and	  treat	  epilepsy	  and	  seizure	  disorders.	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